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RESUMEN 
La E coli tradicionalmente ha sido utilizada como un indicador de contaminacion 
fecal en aguas y alimentos Los avances en metodos de genotipificacion de ADN 
y perfiles de resistencia a antibioticos han resultado de gran utilidad para la 
caracterizacion de aislados de E coli con respecto a la fuente hospedera La 
ERIC-PCR (enterobacterial repetitive intergenic 5oíisensus) es una tecnica 
utilizada para la genotipificacion de muchas bacterias ambientales y patogenas 
Los objetivos de este estudio fueron el de determinar por la tecnica de ERIC-
PCR si existe o no clonalidad entre 117 cepas de E cok aisladas de tres 
comunidades (Ciudad del Niño El Arado y Escoba¡) y cinco fuentes diferentes 
(heces de gallinas cerdos vacas y humanos y de aguas) y determinar la 
presencia de plasmidos en 112 de estas cepas por aislamiento de acidos 
nucleicos Los resultados de la genotipificacion indicaron que las cepas de E 
cok ambientales y comensales mostraron una elevada diversidad de perfiles 
ERIC Las cepas de E cok que se aislaron de un mismo individuo o fuente 
mostraron diferentes patrones de bandas en el ERIC al igual qeis cepas que 
se aislaron de las diferentes comunidades El 70 5% de las cepas de E cok 
evaluadas resultaron positivas para ADN plasmidico La prevalencia de 
plasmidos fue de un 44 3% en la comunidad de Ciudad del Niño 31 6% en la 
comunidad de Escoba¡ y  24 1% en la comunidad de El Arado En conclusion se 
encontro mucha heterogeneidad entre las cepas deE coli aisladas de individuos 
diferentes y entre las comunidades Esto podria indi'que las cepas de E cok 
se estan movilizando entre las comunidades de la zona y que estas cepas tienen 
origenes diversos 
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ABSTRACT 
E cok has traditionally been used as an indicator of fecal contamination in water 
and food Advances in DNA genotyping methods and antibiotic resistance 
profiles have proved very useful for the characterization of E cok isolates with 
respect to the host source ERIC-PCR (enterobactenal repetitive intergenic 
consensus) is a technique used for the genotyping of many environmental and 
pathogenic bacteria The obiective of this study was to determine whether or not 
clonality exists between 117 strains of E coli isolated from three communities 
(Ciudad del Niño El Arado and Escoba¡) and five different sources (chicken pig 
cow and human faeces and water) and to determine the presence of plasmids 
in 112 of these strains by nucleic acid isolation The genotyping results indicated 
that environmental and commensal E cok strains showed a high diversity of 
ERIC profiles E coli strains that were isolated from the same individual or 
source showed different bands patterns in the ERIC as well as strains that were 
isolated from different communities 70 5% of the strains of E cok evaluated 
were positive for plasmid DNA The prevalence of plasmids was 44 3% in the 
community of Ciudad del Niño 31 6% in the community of Escoba¡ and 24 1% in 
the community of El Arado Escoba¡ water samples had the highest prevalence of 
plasmids with 32% followed by faecal samples from El Arado humans with 
31 6% and finaily fecal samples from Escoba¡ chickens with 28% In conclusion 
much heterogeneity was found between strains of E cok isolated from different 
individuals and between communities This could indicate that strains of E col/ 
are being mobilized among communities in the area and that these strains have 
diverse origins 
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INTRODUCCION 
La calidad de las aguas superficiales usadas para el consumo humano 
recreacion e irrigacion se ha deteriorado debido al incremento de la 
contaminacion fecal producto de las actividades humanas Las descargas 
fecales de humanos en las aguas superficiales se han considerado un riesgo a 
la salud publica debido a que la mayoria de los patogenos entericos tales como 
Salmonella spp Eschenchia coli (E cok) patogenicas Shigella spp virus de la 
hepatitis A y norovirus son transmitidos a traves de la ruta oro-fecal (Scott et al 
2002) Ademas la emergencia de patogenos entericos zoonoticos en aguas 
superficiales tales como Cryptospondium Giardia Campylobacter y E cok 
0157 H7 (serotipo mas importante de E coli Enterohemorragica) tambien 
representa un riesgo a la salud publica (WHO 2003) 
Durante muchos años se ha utilizado a la E coli como un microorganismo 
indicador de contaminacion fecal en ambientes acuaticos debido a que es una 
de las especies dominantes en las heces humanas La E cok es un bacilo Gram 
negativo que reside en el tracto intestinal de humanos y animales "de sangre 
caliente la cual representa 0 1 a 5 % de la flora bacteriana total (Blount 2015) 
Las Regulaciones de calidad del agua de la USEPA para consumo humano 
irrigacion y uso recreacional estan basadas en la concentracion de esta bacteria 
La presencia de E cok en aguas primariamente proporciona evidencia de una 
contaminacion fecal reciente y secundariamente refleja la posible presencia de 
bacterias virus y parasitos patogenos de origen enterico (APHA AWWA y WEF 
2012) Sin embargo su presencia o incremento en densidad no proporciona 
ninguna informacion acerca de la fuente de contaminacion fecal El conocimiento 
de la fuente de contaminacion fecal su destino y ecologia en el ambiente son 
necesarios para la evaluacion de riesgos a la salud humana y animal y a la 
remediacion de las fuentes de aguas contaminadas 
Por otra parte el uso de E cok como indicador descansa parcialmente sobre la 
nocion de que no persiste o crece en el ambiente Sin embargo se ha reportado 
que algunas cepas de E coli provenientes del suelo son geneticamente distintas 
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de aquellas aisladas de fuentes animales conocidas (Byappanahalli et al 2006 
lshii et al 2006) e identicos genotipos de esta bacteria estan presentes en el 
suelo por un periodo de dos años (Sadowsky y Matteson 2010) Vanos estudios 
han reportado la persistencia y potencial crecimiento de E cok en aguas 
sedimentos suelos y en asociacion con algas macrofitas (Fujioka et al 1999 
Solo-Gabriele et a! 2000 Whitman et al 2003 Byappanahalli et al 2003 
Byappanahalli et al 2006 lshii et al 2006 lshii et al 2007 Ksoll et al 2007 
Ishi, eta! 2010 Brennan eta! 2010 Sadowsky y Matteson 2010 GotoyYan 
2011 Halliday y Gast 2011 Byappanahalli et al 2012 Berthe et a! 2013) 
Estas cepas se han denominado como E coli naturalizadas (lsh,i et a! 2006) 
Resultados de varios estudios han demostrado que cepas especificas de E cok 
se han naturalizado o estan presentes como miembros estables de la comunidad 
microbiana y pueden contribuir a elevados recuentos a traves de la inoculacion 
M agua por escorrentias del suelo y arena y por sedimentos mezclados en la 
columna de agua (Whitman y Nevers 2003 lshii et a! 2007) La presencia de E 
coli indigena en aguas suelos y sedimentos confunde el uso de esta bacteria 
como un indicador de contaminacion fecal Por lo tanto el conocimiento de las 
caracteristicas ecologicas de esta bacteria en estas matrices es importante para 
su validacion como organismo indicador 
Estudios realizados con Electroforesis de Enzima Multilocus (MLEE) para 
investigar la estructura genetica de las poblaciones naturales de E col, 
concluyeron que esta poblacion es esencialmente clonal en la naturaleza y 
experimenta eventos de recombinacion infrecuentes (Milkman 1997) Esta 
recombinacion es un proceso importante en la estructura genetica de la 
poblacion de E co!i Factores de virulencia pueden ser transmitidos 
verticalmente dentro de clones resultantes o ser transmitidos horizontalmente a 
otros linajes como parte de los bloques de genes de virulencia conocidos como 
islas de patogenicidad (Johnson et al 1998) El grado de clonalidad dentro de 
la poblacion natural y la influencia del nicho ecologico sobre la seleccion de los 
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clones aun tienen que ser claramente definidos Por lo tanto existe la necesidad 
de realizar investigaciones de E coli en animales reservorios y ambientes 
naturales para determinar la variabilidad genetica de las poblaciones y 
proporcionar informacion importante en terminos ecologicos y epidemiologicos 
(Olive y Bean 1999 Anderson et al 2006 lshii et al 2006 Brennan et al 
2010) 
Varias tecnicas moleculares pueden identificar diferencias en la composicion 
genetica de una poblacion microbiana Algunas de ellas se basan en la digestion 
con enzimas de restriccion de productos de PCR Polimorfismos de fragmentos 
largos de restriccion (PCR-RFLP) (Aslam et al 2003) polimorfismo del ADN de 
amplificacion al azar (RAPD) (Vogel et al 2000) polimorfismo de fragmentos 
largos amplificados (AFLP) (Leung et al 2004) ribotipificacion (Carson et al 
2001 Carson et al 2003 Anderson et al 2006) electroforesis en gel de 
agarosa con campo pulsado (PFGE) (Casarez et al 2007) PCR 16S ARNr 
(Sander et al 1998) y el PCR basado en secuencias repetitivas (REP-PCR 
repetitive extragenic palindromic-PCR) (Dombek et al 2000 Johnson y OBryan 
2000 Dias da Silveira 2002 Dos Antos Borges et al 2003 McLellan et al 
2003 McLellan 2004 Johnson et al 2004 Baldy-Chudzik y Stosik 2005 
Mohapatra et al 2007) El REP-PCR genera patrones de bandas de cepas 
especificas obtenidos por la amplificacion de elementos de ADN repetitivos 
presentes a lo largo del genoma bacteria¡ Las secuencias repetitivas 
conservadas se dividen en cuatro tipos REP ERIC politrinucleotidos cortos 
tales como los GTG5 y el elemento BOX Las secuencias ERIC estan presentes 
en muchas copias en los genomas de E cok Salmonella typhimunum y otras 
enterobacterias (Hulton et al 1991 Wilson y Sharp 2006) El metodo de ERIC-
PCR tiene la ventaja practica de ser mas sencillo mas rapido y menos costoso 
que otros metodos de tipificacion (Leung et al 2004) 
Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar la diversidad genetica de cepas 
de E cok y determinar la presencia de plasmidos en muestras de heces 
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humanas animales (vacas pollos cerdos) y de aguas provenientes de tres 
poblados diferentes de Panama (El Arado-Provincia de Panama Oeste Ciudad 
del Niño- Provincia de Panama Oeste y Escobal- Provincia de Colon) Los 
patrones de huella genetica obtenidos seran evaluados por la construccion de un 
dendrograma para determinar el grado de similitud 
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REVISION DE 
LITERATURA 
11 Taxonomia y caracteristicas microbuologicas de E cok 
En 1885 Theodor Escherich un pediatra aleman describio por primera vez una 
bacteria aislada de las heces de los neonatos y niños sanos la cual denomino 
Bacterium cok commune Posteriormente Castellani y Chalmers (1919) la 
denominaron E cok en su homenaje Por muchos años se considero un 
organismo comensal del intestino grueso Sin embargo hubo reportes 
ocasionales de que actuaba como un organismo patogeno Dulaney y Michelson 
(1935) fueron los primeros en demostrar que una cepa de E cok era la causante 
de un brote de diarrea entre neonatos (Bettelheim 1992) 
Desde entonces esta bacteria es uno de los seres vivos mas estudiados en el 
mundo La mayoria de las cepas de E cok son inocuas formando parte de la 
flora normal del tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente 
incluyendo al hombre Sin embargo hay cepas patogenas que causan serias 
enfermedades diarreicas debido a que poseen factores de virulencia tales como 
enteroadhesinas o enterotoxinas (Leclerc et al 2001) Las enfermedades 
diarreicas han ocasionado la muerte a aproximadamente 760 000 niños menores 
de cinco años por año (WHO 2013) La E coli es uno de los agentes etiologicos 
de diarrea en ciudades en desarrollo (WHO 2013) Tambien pueden actuar 
como patogenos oportunistas causando infecciones en hospederos 
inmunocomprometidos o debilitados o cuando las barreras gastrointestinales 
son violadas (Nataro y Kaper 1998 FDA 2002) 
La cepa de referencia E cok K-12 y sus derivados han sido clave en el avance 
de la genetica biologia celular biologia molecular fisiologia y bioquimica 
Tambien ha sido utilizada como organismo modelo en estudios de evolucion 
experimental especiacion adaptacion bacteriana y genetica de poblaciones 
para entender la accion de las diferentes fuerzas evolutivas a corto y largo plazo 
Ademas ha sido el candidato perfecto para estudiar la transicion entre 
comensalismo y patogenicidad (Tenaillon et al 2010) Su genoma entero se 
conoce desde hace algunos años (Blattner et al 1997) 
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Segun el Bergeys Manual of Systematic Bactenology (Krieg 1984) son bacterias 
Gram negativa cilindricas con 1 1 1 5 pm de diametro por 2 0 6 0 pm de 
largo que se disponen aisladas o en parejas 
De acuerdo a la definicion general de la familia Enterobactenaceae a la que 
pertenecen son bacterias Gram negativas no formadoras de esporas en forma 
de bastones que a menudo son moviles por flagelos peritricos o inmoviles La 
capsulacion puede ocurrir y normalmente reducen nitrato a nitrito y no producen 
H2S Son quimioheterotrofos facultativos teniendo los metabolismos 
fermentativo y respiratorio Cuando crecen fermentativamente sobre glucosa u 
otros carbohidratos producen acido y gas (principalmente H2 y CO2) La mayoria 
de las cepas son citrato oxidasa y ureasa negativo y producen catalasa y 13-
galactosidasa (Krieg 1984) 
A 
B 
Figura 1 Micrografias electrónicas de 
barrido de E cali A) E cali B cepa 
REL606 cepa de laboratorio con una 
morfología tipica en forma de bastón B) 
E cali 0119 HND cepa Alli cepa 
enteropatogenica que produce pili en 
forma de cabello (Tomado de Z Blount 
2015) 
Para las tradicionales pruebas bioquimicas de un laboratorio clinico la E coh es 
positiva para la produccion de indol y la prueba de rojo de metilo Las pruebas 
diferenciales clasicas para separar primariamente E cali de Shigella y 
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Salmonella es la habilidad para fermentar la lactosa ya que estos dos generos 
no la pueden realizar (Paiva de Souza 2006) La mayoria de las cepas de E coli 
tambien pueden fermentar D-manitol D-sorbitol L-arabinosa maltosa D-xilosa 
trihalosa y D-manosa La mayoria de las cepas son capaces de crecer sobre un 
amplio rango de temperatura (aproximadamente 7 - 48 °C) El rango de 
crecimiento maximo esta en un rango estrecho de 37 - 42 C La temperatura 
optima de crecimiento es de 37-38°C Esta bacteria puede crecer dentro de un 
rango de pH de aproximadamente 5 5 - 8 0 con un mejor crecimiento a un pH 
neutro Algunas cepas de E coli 0157 H7 tienen la habilidad de tolerar la 
exposicion a pH menores de 4 0 y pueden proliferar en alimentos con una 
actividad de agua (Aw) minima de 0 95 (Leyer et al 1995 Tilden et al 1996) 
Ademas de la E coli hay otras especies dentro del genero E hermana E 
blattae E vulnens E albertii y E fergusonii (Fig 2) Poco se conoce sobre la 
biologia y distribucion de estas especies Las cepas de E blattae E vulnens y 
E hermana estan lejanamente relacionadas a otras Eschench:a y no son 
miembros validos del genero (Walk et al 2009) La inclusion de E blattae al 
genero estuvo basada en la similitud fenotipica con E cok y a pesar de la 
existencia de al menos 4 reacciones bioquimicas incongruentes esta especie 
permanece dentro del genero Eschenchia Estudios realizados con 
Hibridizaciones de ADN (1982) sobre pequeños numeros de aislados 
demostraron que E hermannii y E vulnens comparten una similitud genética 
minima (-39%) con E col, comparados con otros miembros de la familia 
Enterobactenacea (WaIk et al 2009) 
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Figura 2 Fotomicrografias electrónicas de E blaftae (A) E col, (B) E ferguson:, (0) E 
Herman (D) y E vuineris (E) Barra = 1 pm (Tomado de Scheutz yStrockbine 2005 En 
Faleiro 2010) 
Un sistema de subdivision comun de E cok pero no basado en relacion 
evolutiva es por el serotipo el cual esta basado por los antigenos de superficies 
[flagelares (H) y somaticos (O y K)] En 1940 Kauffman desarrollo este esquema 
de serotipificacion para determinar el grupo patogeno al que pertenecen las 
cepas de E cok Actualmente se conocen mas de 180 antigenos 0 60 H y  80 K 
(Robins-Browne y Hartland 2002 En Stenutz et al 2006) Cada antigeno O 
define un serogrupo y una combinacion especifica de antigenos O y H define el 
serotipo de un aislado La serotipificacion es una importante herramienta la cual 
puede ser utilizada en combinacion con otros metodos para distinguir cepas de 
E cok patogenicas que poseen atributos de patogenicidad especificos que son 
vinculados a ciertos serotipos (Nataro y Kaper 1998) 
Como integrante de la flora normal del hombre y de muchos animales se le 
considera un organismo indicador de contaminacion fecal cuando esta presente 
en el agua y alimentos Por lo tanto la deteccion de esta bacteria puede ser 
utilizada para evaluar la calidad sanitaria de los alimentos as¡ como en el agua 
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y es considerado como un organismo indicador de la posible presencia de 
patogenos entericos (FDA 2002 APHA AWVVA y WEF, 2012) 
Las bacterias de la familia Enterobactenaceae se caracterizan por ser capaces 
de respirar facultativamente en el interior del intestino y en el ambiente exterior 
Gracias a esta capacidad muchos de los miembros de esta familia son de vida 
libre encontrandose secundariamente en el suelo sedimento y agua mientras 
que otros tantos son principalmente comensales de animales invertebrados y 
vertebrados o son patogenos de plantas o vertebrados Adicionalmente es 
posible encontrar poblaciones de E cok en vertebrados de sangre fria (Gordon y 
Cowling 2003) De este modo la E cok es fisiologicamente versatil y se adapta 
bien a diferentes habitats respondiendo a estimulos quimicos temperatura pH 
osmolaridad etc (Sousa 2006 lshii y Sadowsky 2008 Van Elsas et al 2011) 
1 2 Fulogenia 
Con el analisis del ARN de la E cok permite ubicarlo al Phylum Proteobactena y 
a la Clase Gammaproteobactena (Y) misma que se encuentra muy relacionada a 
las otras proteobacterias (a 13  6) 
 y  a las cianobacterias La Clase de 
Proteobacterias Y incluye ademas a organismos patogenos de humanos como 
son Shigella Samonella Vibno y Haemophilus El analisis comparativo de 
secuencias de ARN ribosomal 5S y 16S sugiere que la E cok y Salmonella 
entenca compartieron un antepasado comun hace 120 a 160 millones de años 
lo cual coincide con el origen de los mamiferos (Ochman y Wilson 1987 En 
Bergthorsson y Ochman 1998) 
La E coli y Shigelia han sido historicamente separadas en diferentes generos 
dentro de la familia Enterobactenaceae Por ejemplo en el Bergey s Manual of 
Systematic Bactenology la seccion de la filogenia de Shigelia comienza con la 
siguiente oracion Evidencia cientifica acumulada hasta la fecha soporta 
fuertemente que las especies de Shigelia son patotipos/biotipos o clones de E 
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col, (Strockbine y Maurelli 2005 En Lukjancenko et al 2010) Los analisis de 
las secuencias de ADN de sus genomas revelan un alto grado de similitud y 
sugieren que deberian formar una unica especie (Fig 3) Experimentos con 
electroforesis de enzima multilocus (MLEE) concluyeron que casi todas las 
especies de Shigella son clones dentro de la especie E cok (Pupo et a! 1997 
En Lukjancenko eta! 2010) 
La Shigella ha sido postulada como genero por su capacidad de generar una 
diarrea invasiva especifica estrictamente en humanos y por sus caracteristicas 
bioquimicas (Touchon et al 2009) De modo que la conveniente distincion entre 
estos generos es mantenida por el consenso de la mayoria de los bacteriologos 
Similarmente otras cepas de E co!i (por ejemplo la cepa K-12) son 
geneticamente muy diferentes y ameritan que las reclasifiquen 
E coíK 12 
	 S flexnerl 
S sonne, 
,44 
S boydu 
	 Eco110157 
	 S dysentnae 
	 E tcoll CFT073 
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Figura 3 Relacion aproximada entre cepas de E coli y Shigelia de un análisis de agrupamiento 
de distancias a sitios cuatro veces degenerados en 21 genes La escala indica 0 01 diferencias 
por sitio (Tomado de Wilson y Sharp 2006) 
Estudios evolutivos basados sobre el analisis de las secuencias de ADN o la 
MLEE han identificado seis diferentes grupos filogeneticos denotados A Bi 
B2 C D y E (Bettelheim 1992 Touchon eta! 2009) Los grupos A BI B2 y D 
son los principales y los grupos C y E son los minoritarios La prevalencia de los 
cuatro principales grupos filogeneticos en varias poblaciones humanas y 
animales es la siguiente en humanos las cepas del grupo A son predominantes 
(40 5 %) seguido por las cepas del grupo B2 (25 5%) mientras que las cepas de 
001 
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los grupos Bi y D (17% cada uno) son menos comunes En animales dominan 
las cepas del grupo Bi (41%) seguido por las del grupo A (22%) B2 (21%) y D 
(16%) (Tenaillon et al 2010) La mayoria de los clones de cepas comensales 
aisladas de heces de humanos sanos pertenecen a los grupos A y Bi (Picard et 
al 1999) Aunque no existen estudios que caractericen aislados de E coli 
provenientes de animales no domesticados la evidencia disponible señala que 
la mayoria de los aislados comensales de animales domesticos tambien 
pertenecen a los grupos A y Bi (Goullet y Picard 1986 En Gordon 2001) 
Estudios filogeneticos han usado principalmente la Coleccion de Cepas de 
Referencia de E cok (ECOR) como referencia para las comparaciones 
evolutivas (Ochman y Selander 1984) Esta coleccion de cepas constituida 
inicialmente por 72 cepas de E cok aisladas de humanos y 16 cepas aisladas 
de otros mamiferos fueron seleccionadas para representar la diversidad 
completa de las especies maximizando la diversidad electroforetica la 
distribucion geografica y el rango del hospedero (Chaudhuri y Henderson 2012) 
Las cepas de estos grupos difieren en sus caractensticas fenotipicas que 
incluyen la habilidad de utilizar ciertos azucares perfiles de resistencia a 
antibioticos y relacion entre rango de crecimiento y temperatura Estos grupos 
filogeneticos comprenden saprofitos (A) y patogenicos (B2 y O) (Van Elsas et al 
2011) 
Aunque estudios pioneros basados en los analisis de MLEE han mostrado que 
muchos clones tienen amplias distribuciones geograficas y de hospederos y una 
pequeña pero significativa proporcion de la diversidad genetica observada en E 
cok depende de factores climaticos y geograficos (Escobar-Paramo et al 2004) 
y a caracteristicas taxonomicas del hospedero (Souza et al 1999) La 
distribucion geografica explico solamente el 2% de la diversidad genetica 
observada en E cok aislada de dos poblaciones de ratones salvajes separadas 
a 15 km (Gordon 1997 En Gordon 2001) En un estudio realizado por Gordon y 
Lee (1999) de aislados de E cok de mamiferos colectados por toda Australia se 
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observo que la localidad explico 5% de la diversidad alelica Otro estudio 
realizado por Souza et al (1999) con aislados de E coli de roedores que viven 
en Australia y Mexico revelo que las diferencias entre continentes explican 
aproximadamente 10% de la diversidad observada En las cepas de E coli 
procedentes de humanos la variacion entre familias dentro de la misma ciudad 
explico el 6% de la diversidad mientras que 1% fue atribuido a la variacion entre 
ciudades En otro estudio realizado por Whittam et al (1983) con aislados 
humanos de E col, de cuatro continentes los efectos espaciales explicaron 
solamente el 2% de la diversidad alelica Escobar-Paramo et al (2004) 
realizaron un estudio con cepas comensales de E cok en siete poblaciones 
distribuidas a nivel mundial y concluyeron que habia mas diversidad en la 
microbiota de E coli en areas tropicales que en areas templadas 
Basado en un numero muy limitado de estudios hay poca evidencia de que 
haya clones de E coli adaptados a especies hospederas o grupos hospederos 
particulares En un estudio de E cok aisladas de cuatro ordenes y diez familias 
de mamiferos en Australia la familia taxonomica del hospedero explico 
solamente el 6% de la variacion genetica entre clones (Gordon y Lee 1999) 
La dieta la morfologia del intestino y el tamaño del cuerpo pueden tener una 
significativa influencia sobre la prevalencia y densidad de E cok entre 
hospederos mamiferos (Gordon y Cowling 2003) 
1 3 E col: en el tracto intestinal 
La E cok es un comensal del tracto intestinal bajo de los reptiles y animales de 
sangre caliente (Souza et al 1999 Gordon y Cowling 2003) La microbiota 
comensal del intestino de la cual forma parte la E cok contiene mas de 500 
diferentes especies de bacterias que representan un total de 1010 
 a 1011 
 celulas 
por gramo de contenido intestinal (Tenaillon et al 2010) Las cepas comensales 
de E cok que habitan el intestino grueso comprenden 0 1 a 5% de la biomasa 
total bacteriana (Blount 2015) Son los anaerobios facultativos mas abundantes 
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en este ambiente En los humanos la concentracion de E coli por gramo de 
heces varia de 107 a 109 
 unidades formadoras de colonias (UFC) y su 
prevalencia es mayor del 90% (Cuadro 1) En el intestino humano la poblacion 
incluye tipicamente cepas residentes por largos periodos y cepas transitorias 
que varian con la dieta salud y exposicion a antibioticos Estas cepas residen en 
un complejo biofilm multiespecies sobre la delgada capa mucosa que recubre las 
celulas epiteliales de todo el tracto intestinal (Blount 2015) 
Las cepas comensales de E cok y su hospedero coexisten en armonia por 
largos periodos de tiempo con mutuos beneficios para cada uno Una vez 
establecidas en el intestino una cepa puede persistir por meses o años (Sousa 
2006) 
Cuadro 1 Caracteristicas de E cok en la microbiota 
Caracteristica Humanos Animales 
Domésticos 
Animales Salvajes 
Prevalencia (%)  > 90 No hay datos 10-55 
Cantidad (UFC/g de 
heces  107 	 10 J()4 106 No hay datos 
Principal grupo 
filogenético  A (y B2) Bi 131 
Genes de virulencia 
extraintestinales  Comun Raro Raro 
Grado de Resistencia a 
antibióticos* 18 11 07 
Prevalencia de 
integrones (%) 16 7 0 
UFC unidades formadoras de colonias El grado de resistencia está definido como (RJnA)X100 
donde n es el numero de cepas probadas A es el numero de antibióticos probados y R es la 
sumatoria del numero de cepas resistentes a cada antibiótico (Tomado de Skurnik et al 2006) 
Las E cok pueden beneficiar a su hospedero en una relacion simbiotica 
produciendo vitamina B12 y 1(2 (Blount 2015) y previniendo la colonizacion del 
Intestino con bacterias patogenas a traves de la produccion de bacteriocinas y 
otros mecanismos (Tenaillon et al 2010) Las cepas que colonizan el intestino 
compiten y crecen por los nutrientes que adquieren del mucus incluyendo al 
menos siete azucares del cual el gluconato parece tener un papel 
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predominante Aunque las concentraciones de estos azucares en el intestino son 
bajas la E coli maximiza su crecimiento usando la respiracion micro aerobia y 
anaerobia en el intestino (Tenaillon et al 2010) 
La E co!, es una de las primeras especies que coloniza al bebe recten nacido a 
las pocas horas de vida adquiriendo las cepas de la flora fecal de su madre 
durante el parto y/o del personal de maternidad (Blount 2015) El intestino 
humano es usualmente colonizado dentro de las 40 horas del nacimiento 
(Sousa 2006) Hasta un 11% de los bebes recten nacidos albergan E coli en la 
cavidad oronasal (Bettelheim 1992) En el intestino de los infantes esta bacteria 
alcanza una densidad de 109 
 UFC/g de heces Despues de los dos años la 
densidad se estabiliza y permanece aproximadamente 108 UFC/g de heces 
hasta que gradualmente decrece con la vejez (Tenaillon et al 2010) 
En general los hospederos que adquieren E col, durante el nacimiento 
mantienen posteriormente de una a dos cepas residentes y de tres a cuatro 
cepas transitorias Las cepas residentes se establecen por un largo periodo y 
mas rapidamente despues de una infeccion enterica o un tratamiento 
antimicrobiano que perturbe la microbiota normal (Sousa 2006) Las cepas 
transitorias cambian con el tiempo como resultado de la ingestion de alimentos o 
aguas contaminadas (Savageau 1983) 
14 E col: en el ambiente 
Savageau (1983) argumento que la E cok tiene dos habitats principales uno 
habitat primario es el tracto intestinal bajo de los animales de sangre caliente y 
el otro llamado habitat secundario es el ambiente (agua sedimento y suelo) 
Las celulas de E cok presentes en el contenido del colon son liberadas al 
ambiente a traves de la deposicion fecal Se ha estimado que las celulas vivas 
de E coli permanecen en promedio la mitad de su vida fuera de su hospedero 
en el habitat secundario (Savageau 1983) 
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El habitat primario esta determinado por factores fisicos y geometricos 
complejos dieta del hospedero sistema inmune del hospedero estado 
fisiologico del hospedero y de las interacciones con otros microorganismos que 
se encuentren en la misma region (Savageau 1983) 
El habitat secundario esta determinado por factores fisicos y geometricos 
asociados con el agua sedimento o suelo factores climaticos o meteorologicos 
disponibilidad de nutrientes y de otros microorganismos que integren el mismo 
ecosistema (Savageau 1983) 
La E coli enfrenta estres ambiental cuando se expone a temperaturas altas y 
bajas humedad limitada variacion en la textura del suelo bajo contenido de 
materia organica alta salinidad radiacion solar altos a bajos niveles de oxigeno 
pH bajo alta osmolaridad y predacion (lshii y Sadowsky 2008 Van Elsas et al 
2011) Hasta hace poco se pensaba que la E coh sobrevivia pobremente en el 
ambiente y que no crecia en habitats secundarios tales como agua sedimento y 
suelo (Winfield y Groisman 2003) Sin embargo varios estudios han demostrado 
que la E coli puede sobrevivir por largos periodos de tiempo en el ambiente y 
replicarse potencialmente en el agua suelo sedimentos y sobre algas en 
ambientes templados tropicales y subtropicales si la disponibilidad de nutrientes 
y condiciones abioticas son favorables (Fujioka et a! 1999 Solo-Gabriele et al 
2000 Whitman et al 2003 Byappanahalli et al 2003 Byappanahalli et al 
2006 lshii et a! 2006 Ksoll et al 2007 lshii et al 2010 Brennan et al 2010 
Sadowsky y Matteson 2010 Goto y Yan 2011 Byappanahalli et al 2012 
Berthe et al 2013) Concentraciones altas de nutrientes humedad y 
temperaturas calidas en ambientes tropicales y subtropicales son factores 
probables que favorecen la supervivencia y crecimiento de E coh fuera del 
hospedero (Solo-Gabriele et al 2000 Winfield y Groisman 2003 Brennan et al 
2010) La adicion de nutrientes tales como estiercol incremento grandemente la 
concentracion de E coh en un suelo en Ontario sugiriendo que esta bacteria 
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puede crecer y mantener su poblacion en ambientes templados si existen 
condiciones favorables (Topp et al 2003) 
Se ha reportado tambien la presencia de E cok asociada a la macroalga 
Cladophora en el lago Michigan (Whitman et al 2003) al perifiton en el lago 
Superior (Ksoll et al 2007) y a epifitas sobre plantas terrestres en Puerto Rico 
(Rivera et al 1988 Bermudez y Hazen 1988) Tambien se ha reportado que 
cepas de E cok rapidamente colonizan crecen y mantienen su poblacion en 
arena de playa (Ishil et al 2007) La supervivencia y adaptacion en todos estos 
ambientes son necesarios para su continuo exito evolutivo La habilidad de E 
coli para sobrevivir y crecer en el ambiente es probablemente debido a su 
versatilidad en la adquisicion de energia (lshii y Sadowsky 2008) 
La E col, es una bacteria heterotrofica que requiere solamente fuentes simples 
de carbono nitrogeno fosforo sulfuros y otros elementos trazas para su 
crecimiento Puede crecer en un medio con glucosa como el unico constituyente 
organico Las cepas salvajes no poseen requerimientos de factores de 
crecimiento y metabolicamente pueden transformar la glucosa en todos los 
componentes macromoleculares que conforman la celula (Sousa 2006) Con un 
complejo mecanismo para regular el metabolismo esta bacteria puede sobrevivir 
a los quimicos de su ambiente sintetizando cualquier enzima necesaria para 
asimilar estos compuestos No produce enzimas para la degradacion de fuentes 
de carbono a menos que esten disponibles y no producen enzimas para la 
sintesis de metabolitos si ellos estan disponibles como nutrientes en el ambiente 
(Sousa 2006) Esta bacteria tambien puede degradar varios tipos de 
compuestos aromaticos tales como acido fenilacetico acido cinamico acido 
fenilpropionico y acido benzoico para adquirir energia (Diaz et al 2001) 
Ademas la mayoria de las cepas de E cok parecen haber conservado 
adaptaciones evolutivas claves en el nucleo de sus genomas tales como los 
sistemas de absorcion de hierro mediados por sideroforos o transportadores 
ABC para la toma de aminoacidos y azucares (Van Elsas et al 2011) Esto 
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sugiere una alta habilidad para obtener diversos nutrientes ayudando en la 
supervivencia en habitats secundarios Por otro lado algunas cepas producen 
estructuras filamentosas que se extienden desde la superficie celular y ayuda a 
las celulas a sujetarse a superficies (por ejemplo superficies de plantas) Debido 
a esta habilidad puede ser aislada del suelo estiercol o semillas contaminadas 
y puede colonizar plantas como lechuga y rabano (Van Elsas eta! 2011) La E 
coli puede acceder a las raices superficies de hojas y compartimientos internos 
de la planta por irrigacion o pulverizacion durante las lluvias 
En adicion la E coh puede crecer bajo condiciones aerobicas y anaerobicas 
Bajo condiciones anaerobicas esta crecera por medio de la fermentacion 
produciendo gas y acidos como productos finales Por otro lado tambien puede 
crecer por medio de la respiracion anaerobica utilizando NO3 NO2 o fumarato 
como aceptores finales de electrones en los procesos respiratorios de transporte 
de electrones (Sousa 2006) Esta bacteria crece sobre un amplio rango de 
temperatura (7 5 - 49 °C) Se ha reportado que sobrevive por largos penados 
bajo temperaturas de congelacion (lshii y Sadowsky 2008) Byappanahalli et al 
(2006) reportaron que cepas de E coh repetidamente aisladas de suelos de 
bosques templados protegidos de Indiana presentaban diferentes estructuras 
geneticas de aquellas cepas aisladas de animales lshii et a! (2006) reportaron 
resultados similares en suelos templados en Minnesota sugiriendo que estas 
cepas no fueron depositadas recientemente por animales 
La E cok puede responder a señales ambientales tales como pH quimicos 
temperatura osmolaridad y otros estimulantes Por ejemplo esta bacteria puede 
sentir la presencia o ausencia de quimicos y gases en su entorno y nadar hacia 
ellas o alejarse Pueden detener el nado y crecerles fimbrias que atacan 
especificamente a una celula o receptor de superficie En respuesta a cambios 
en temperatura y osmolaridad estas bacterias pueden variar el diametro del 
poro de sus porinas de membranas externas para acomodar moleculas 
(nutrientes) mas grandes o excluir (expulsar) sustancias inhibitorias (Sousa 
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Animales de sangre caliente 
2006). Esta bacteria puede utilizar una variedad de estrategias para sobrevivir y 
satisfactoriamente colonizar diferentes nichos. Algunos de los mecanismos bien 
caracterizados, utilizados por E. coli, para prosperar en el ambiente cambiante 
de los nichos intestinal y extraintestinal son factores de virulencia, resistencia a 
antibióticos y bacteriocinas (Riley y Gordon, 1999; Tenaillon et al., 2010). Estos 
factores de adaptación son a menudo codificados por elementos genéticos 
móviles tales como plásmidos, integrones, transposones, islas genómicas, 
secuencias de inserción, entre otros. (Picard etal., 1999; Gyles y Boerlin, 2014). 
La ganancia o pérdida de elementos genéticos móviles es responsable de la 
versatilidad de E. co!i como un comensal y como un patógeno capaz de 
sobrevivir en un rango de ambientes dentro y fuera del hospedero (Gyles y 
Boerlin, 2014). La habilidad de estas bacterias para crecer y sobrevivir bajo 
diferentes condiciones, probablemente les permite integrarse a las comunidades 
microbianas como miembros "naturalizados" en una variedad de ambientes (Fig. 
4) (lshii y Sadowsky, 2008). 
 
Muerte 
 
Poblaciones"naturalizadas" 
 
 
Figura 4. Diagrama del ciclo de vida de E. coli. Una vez es liberada de su hospedero primario 
(animales de sangre caliente) a través de las heces, la mayoría de las bacterias mueren debido a 
la baja concentración de nutrientes y otros factores ambientales. Sin embargo, algunas de ellas 
están adheridas al suelo, arena, sedimento o superficies de algas y logran sobrevivir. En algunas 
condiciones, estas cepas de E. coli pueden crecer y mantener sus poblaciones lo suficiente para 
adaptarse al ambiente. Las E. col¡ adaptadas o naturalizadas sobreviven y se replican en el 
ambiente, y pueden ser reintroducidas a los hospederos animales a través del contacto con el 
agua o alimento (Tomado de lshii y Sadowsky, 2008). 
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1 5 E coli como organismo indicador de contaminacion fecal 
El concepto de organismo indicador desarrollado en el ultimo siglo para evaluar 
la contaminacion fecal se basa sobre el hecho de que ciertos microorganismos 
no patogenos que estan presentes en gran numero en la flora intestinal de 
humanos y otros animales de sangre caliente y por lo tanto son encontrados 
en las heces fecales La presencia de estos microorganismos no patogenos en 
el agua indica la potencial presencia de microorganismos patogenos de origen 
fecal y por consiguiente un riesgo para la salud publica Las enfermedades 
relacionadas con el agua son la mayor causa de morbilidad y mortalidad a nivel 
mundial (lshii y Sadowsy 2008) Entre estas las enfermedades diarreicas 
causan aproximadamente 1 8 millones de muertes cada año mayormente en 
paises en desarrollo (WHO 2004) 
La deteccion y enumeracion de muchos tipos de patogenos es dificil debido a 
su bajo numero y requerimientos especificos de crecimiento Ademas los 
metodos de identificacion son bastantes costosos demandan tiempo y experticia 
tecnica La aplicación rutinaria de estos metodos aun no esta lista y esta 
restringida a estudios de investigacion o a casos de brotes sospechosos (Field y 
Samadpour 2007) 
Por lo tanto la herramienta mas util para determinar la potencial presencia de 
microorganismos patogenos en aguas es el analisis de los microorganismos 
indicadores El microorganismo indicador ideal debe 1) estar presente en las 
heces de humanos y animales de sangre caliente en gran numero 2) responder 
a procesos de tratamiento de modo similar a los patogenos fecales 3) estar 
presente en mayor numero que el patogeno 4) ser capaz de sobrevivir de forma 
similar a los patogenos en el ambiente 5) ser incapaz de multiplicarse en el 
ambiente 6) ser detectado y cuantificado por metodos faciles rapidos y de bajo 
costo y 7) no ser un patogeno (WHO 2004) Desafortunadamente ningun 
microorganismo indicador cumple con todos estos criterios 
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Varios grupos de microorganismos han sido recomendados y usados como 
organismos indicadores de contaminacion fecal Los coliformes totales 
coliformes termotolerantes (fecales) y E coli han sido utilizados casi por un 
siglo como indicadores de la seguridad bacteriologica del agua para consumo 
(Leclerc et al 2001) Otros organismos indicadores que se han utilizado son los 
Enterococcus Clostndium perfnngens (C perfnngens) bacteriofagos etc 
La E coh fue propuesta como organismo indicador de agua para consumo 
primario en 1890 por Theobald Smith (Edberg et al 2000) Sin embargo en 
esta epoca no habia ninguna prueba especifica para la deteccion de E col, Se 
requena de varios dias y de un numero de subcultivos para identificar esta 
bacteria Eijkman (1904) desarrollo un metodo de deteccion altamente selectivo 
para E coli basado sobre la fermentacion de la lactosa a una temperatura 
elevada 44-46°C (Leclerc et al 2001) Luego este metodo fue modificado con 
la eliminacion de la elevada temperatura de incubacion para asi incluir a todos 
los miembros de la familia Enterobactenaceae Esta prueba funcional la cual 
incluia E cok y otras bacterias fue conocida como coliformes totales En ese 
momento se razono que si la mayoria de los eventos de contaminacion de las 
aguas de consumo humano fuesen de origen fecal el metodo de coliformes 
totales por lo tanto detectaria una alta proporcion de E coli 
Desafortunadamente hoy en dia se sabe que esto no es verdadero (Edberg et 
al 2000) 
El grupo de coliformes totales ha sido criticado por muchos años y los resultados 
de varios estudios han demostrado que no son apropiados como indicadores de 
contaminacion fecal en aguas para consumo humano Estos microorganismos 
no reflejan adecuadamente la ocurrencia de patogenos en efluentes de aguas 
residuales desinfectadas porque son altamente susceptibles a la desinfeccion 
quimica y no tienen una clara correlacion con parasitos protozoarios y virus 
entericos (Leclerc et al 2001 Harwood et al 2005 En Tyagi et al 2006) La 
falla de estos indicadores se ha demostrado por los recientes brotes de 
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cnptosportdiosis Ademas los generos Klebsiella Enterobacter Serratia y 
Citrobacter se encuentran ampliamente en el ambiente (aguas suelos y 
vegetacion) no estan asociados con la contaminacion fecal y no siempre estan 
presentes durante brotes de enfermedades transmitidas por el agua Numerosos 
estudios han documentado que coliformes como Enterobacter Citrobacter y 
Klebsiella colonizan frecuentemente el interior de las superficies de las cañerias 
de agua en los sistemas de distribucion y tanques de almacenamiento creciendo 
en biofilms (re crecimiento) cuando las condiciones son favorables (Edberg et 
al 1986 Camper et al 1991 Edberg et al 1994 Blanch e# al 2007) La 
presencia de coliformes totales en los sistemas de distribucion y tanques de 
almacenamiento indica la degradacion de la calidad del agua posiblemente por 
el recrecimiento bacteriano y posible formacton de biofilm o por contaminacion 
despues del tratamiento (VVHO 2004 Health Canada 2012) 
Para 1970 estuvo claro que la mayoria de las ocurrencias de coliformes totales 
en los sistemas de distribucion de agua para consumo no eran E col; Ademas 
los medios para identificar a esta bacteria estaban disponibles para laboratorios 
especializados y eran demasiados costosos laboriosos y requerian alto nivel de 
experticia tecnica para utilizarse como analisis de rutina Por lo tanto la prueba 
de coliformes fecales (termotolerantes) empezo a utilizarse para reemplazar la 
identificacion de E col; Sin embargo pronto se evidencio de que la gran 
mayoria de los coliformes fecales aislados de los sistemas de distribucion de 
aguas no eran E col; sino coliformes termotolerantes miembros del genero 
Klebsiella Este genero fue asociado con vegetacion productos agncolas pulpa 
de madera efluentes de fabricas de papel que no estuvieron sujetos a 
contaminacion fecal (Edberg et al 2000 Leclerc et al 2001) 
La prueba de coliformes termotolerantes debe desarrollarse bajo un rango de 
temperatura exacto Las temperaturas de incubacion deben ser controladas 
rigidamente aun en variaciones menores porque pueden producir errores en los 
datos Tambien poblaciones grandes de heterotrofos interfieren tanto en el 
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metodo de filtracion como en el NMP Ademas muchas cepas de E coli son 
incapaces de fermentar la lactosa resultando en falsos negativos (Edberg et al 
2000) 
Para finales de los años 80 varios estudios sustentaron el uso de una nueva 
tecnologia y un metodo para detectar e identificar directamente E col, del agua 
de consumo La Tecnologia del Sustrato Definido (TSD) contiene 4 
metilumbellifeiyl-beta-D glucoronide (MUG) el cual puede ser metabolizado por 
una enzima del sistema enzimatico de E coli Este sistema enzimatico 13  
glucuronidasa esta presente en mas del 95% de todos los aislados de E coh 
Este metodo fue incluido en la edicion 1 
	 del Standar Methods for the 
Examination of Water and Wastewater como el metodo de Sustrato 
Cromogenico Los metodos de TSD permitieron por primera vez la deteccion y 
enumeracion de una unidad formadora de colonias de E cok directamente de 
una muestra de 100 ml de agua ademas es una prueba barata y no requiere 
experticia tecnica Subsecuentemente un numero de metodos han sido 
desarrollados con sustratos cromogenicos para señalar o enumerar la presencia 
de E col, en aguas (APHA 2005 Hamilton et al 2005 Prats et al 2008) De 
esta forma la TSD proporciono el impetu para re-insertar esta bacteria en las 
regulaciones de agua para consumo La E coli es uno de los indicadores fecales 
de eleccion recomendado en las Guias para la calidad del agua de consumo de 
la USEPA WHO European Union (EU) y Australian Drinking Water Guidelines 
(USEPA 2002 Tyagi et al 2006 WHO 2008) 
1 6 Patohpos de E col: 
Aunque la mayoria de las cepas de E cok son comensales del intestino de 
humanos y animales de sangre caliente ciertas cepas patogenas especificas y 
altamente adaptadas son capaces de causar una variedad de enfermedades 
Las infecciones debidas a las E cok patogenicas pueden estar limitadas a la 
colonizacion de la superficie mucosa (diarrea disenteria colitis hemorragica 
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sindrome uremico hemolitico) o pueden diseminarse a traves del cuerpo 
(infecciones urinarias bacteriemias o septicemias meningitis peritonitis 
abscesos mastitis infecciones pulmonares y de heridas) Por lo general las 
cepas de E coli patogenas utilizan multiples mecanismos de manera similar a 
las otras bacterias que infectan mucosas con las etapas de adhesion y 
colonizacion de la mucosa evasion de los mecanismos de defensa 
multiplicacion y daño tisular (Nataro y Kaper 1998) Varios patotipos de E col, 
han sido implicados en enfermedades diarreicas un problema de salud publica a 
nivel mundial con aproximadamente dos millones de muertes ocurriendo cada 
año (Sousa 2006) 
En base a su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico las cepas de E cok 
causantes de diarrea se clasifican en siete grupos enterotoxigenica (ETEC) 
enterohemorrágica tambien conocidas como productoras de la toxina Vero o 
toxina semejante a la Shiga (EHEC o VTEC o STEC) enteroinvasiva (EIEC) 
enteropatogena (EPEC) enteroagregativa (EAEC) adherencia difusa (DAEC) y 
adherencia invasiva (AIEC) (Nataro y Kaper 1998 Croxen et al 2013) Cada 
grupo tiene factores de virulencia especificos que sirven para su identificacion y 
clasificacion as¡ como diferentes serotipos y serogrupos basados en los 
antigenos O y H (Nataro y Kaper 1998) 
Todas las cepas patogenicas contienen regiones genomicas (islas) cargadas 
con un grupo de genes de virulencia que codifican rasgos claves para la 
colon izacion/adherencia invasion secrecion de componentes toxicos y 
funciones de transporte as¡ como la produccion de sideroforos (Van Elsas et al 
2011) La mayoria de los factores de virulencia adquiridos que distinguen las 
cepas patogenas de las cepas comensales son codificados por elementos 
geneticos moviles tales como plasmidos bacteriofagos y transposones (Croxen 
eta! 2013) 
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1 6 1 E coli enterotoxagenica 
Las E col, enterotoxigenicas (ETEC) pueden causar gastroenteritis infantil 
El numero de reportes de su ocurrencia en paises desarrollados es 
pequeño sin embargo son causa importante de diarreas en lactantes y 
niños menores de dos años en ciudades menos desarrolladas (Maier et al 
2000) Las ETEC son tambien la mayor causa de diarrea del viajero en 
personas de ciudades industrializadas que viajan a ciudades menos 
desarrolladas (Cabral 2010) Se estima que casi 840 millones de casos 
anuales de ETEC se reportan en paises en vias de desarrollo y 
aproximadamente 280 millones de estos casos son en niños de O a 4 años 
(Croxen et al 2013) La frecuencia de aislamiento de este grupo de 
patogenos en niños con diarrea es de 13% Se ha estimado que 325 000 
niños menores de 5 años mueren cada año debido a las enfermedades 
asociadas a las ETEC (Croxen et al 2011) Las infecciones de ETEC son 
transmitidas a traves de la ruta oro-fecal La contaminacion fecal del agua y 
alimentos es la principal fuente de infeccion siendo la dosis infectiva de 108 
UFC (Rodriguez-Angeles 2002) Los alimentos pueden ser contaminados 
por manipuladores de alimentos infectados o personas asintomaticas 
Estas cepas tambien causan diarreas en animales Los brotes significativos 
economicamente ocurren en terneros cerdos y corderos recien nacidos 
(Paiva de Sousa 2006) Las E col, ETEC son usualmente especies 
especificas es decir que los humanos son los reservorios de las cepas 
que causan diarrea en humanos (Nataro y Kaper 1998) 
Despues de un periodo de incubacion de 10 a 72 horas los sintomas 
incluyen calambres vomitos diarrea (generalmente sin sangre ni moco) 
postracion y deshidratacion La diarrea producida puede ser leve breve y 
autolimitada pero tambien puede ser grave La enfermedad usualmente 
dura de 3 a 5 dias Ademas estas colonizan la mucosa del intestino 
delgado por medio de pilis o fimbrias que tienen diversas formas 
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denominadas CFA (colonization factor antigens) siendo su principal 
mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas enterotoxinas 
una termolabil y la otra termoestable (Rodriguez-Angeles 2002) Las 
toxinas aumentan el nivel intracelular de cAMP y cOMP respectivamente 
que se encuentran en la membrana de las celulas intestinales provocando 
la salida de agua e iones La enterotoxina termolabil que es uno de los 
principales factores de virulencia en este patogeno comparte similitud 
funcional y estructural con la toxina del Vibno cholerae (Paiva de Sousa 
2006) 
1 6 2 E col: enteropatogenica 
Las E coli enteropatogenas (EPEC) son las causantes de una enfermedad 
diarreica confinada a infantes menores de dos años de edad en paises en 
desarrollo (Nataro y Kaper 1998 Croxen et al 2013) Humanos vacas y 
cerdos pueden ser infectados por estos organismos Las EPEC son 
transmitidas de hospedero a hospedero por la vta oro-fecal y pocos brotes 
entre adultos ocurren a traves de la ingestion de agua y alimentos 
contaminados sin embargo ningun reservorio ambiental especifico ha sido 
identificado como la principal fuente de infeccion (Croxen et al 2013) 
Los sintomas de la enfermedad incluyen diarrea acuosa con moco sin 
sangre vomito fiebre y deshidratacion La dosis infecciosa en adultos 
voluntarios es alta entre 108 
 al 010  organismos mientras la dosis requerida 
para causar enfermedad durante una infeccion natural es desconocida Los 
humanos son los unicos reservorios conocidos para la EPEC tipica con 
niños asintomaticos y sintomaticos y adultos asintomaticos siendo la 
fuente mas probable de infeccion (Croxen et al 2013) 
Desde los años 60 las cepas de EPEC dejaron de ser una importante 
causa de diarrea infantil en Norte America y Europa Sin embargo son los 
30 
mayores agentes de diarrea infantil en Sur America Africa y Asia (Maier et 
al 2000) 
El proceso de adherencia intima entre las bacterias que se adhieren a las 
celulas del intestino delgado produciendo la destruccion de las 
microvellosidades y la formacion de un citoesqueleto rico en actina que 
beneficia la union de la bacteria se denomina adherencia y esfacelamiento 
(NE) (Rodriguez-Angeles 2002) La adherencia esta mediada por pHis o 
fimbrias rizadas que se llaman BFP cuya informacion genetica esta 
codificada en un plasmido de 50-70 Megadalton (MDa) denominado EAF 
(factor de adherencia de las EPEC) y de algunos genes cromosomales 
(Rodriguez-Angeles 2002) 
La patogenesis de las EPEC es unica en los patogenos bacterianos 
entericos ya que no es invasiva y no produce ninguna toxina (Paiva de 
Sousa 2006) En ensayos in vitro las cepas EPEC se caracterizan por 
formar microcolonias en el citoplasma de las celulas Hep-2 (Rodriguez-
Angeles 2002) 
1 6 3 E coli enterohemorraguca 
La E coh enterohemorragica (EHEC) esta implicada en enfermedades 
transmitidas por los alimentos principalmente debido a la ingestion de 
hamburguesas de carne mal cocidas y leche cruda Estas cepas producen 
una o mas toxinas parecidas a la toxina Shiga producida por Shigelia 
dysentenae (Stxi Stx2 y variantes Stx2) Estas toxinas son su principal 
factor de virulencia y la produccion de las mismas depende de la presencia 
de un profago (virus bacteriano que inserta su ADN en un cromosoma 
bacteriano) La citotoxina Shiga (STx) actua a nivel de la sintesis de 
proteinas ya que se une a la subunidad 60S de los ribosomas de las 
celulas intestinales o renales del hospedero Ademas de las toxinas las 
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EHEC tienen otros mecanismos de patogenicidad como el fenomeno de 
adherencia y esfacelacion (NE) y presentan el gen cromosomal eae que 
codifica para la proteina de membrana externa de 94 kilodaltones (kDa) 
llamada intimina Otro factor de patogenicidad es el plasmido p0157 de 60 
Megadaltones (MDa) que codifica para la enterohemolisina (Rodriguez-
Angeles 2002) 
La enfermedad usualmente incluye diarrea acuosa con intenso dolor 
abdominal seguida en unos dias por deposiciones con rastro de sangre 
colitis hemorragica y sindrome uremico hemolitico (SUH) Generalmente 
los pacientes no presentan fiebre El SUH es una importante causa de fallo 
renal agudo en niños y morbilidad y mortalidad en adultos En los ancianos 
la tasa de casos por SUH puede ser tan alta como el 50% El periodo de 
incubacion es de 3 a 4 dias y la enfermedad dura en promedio 8 dias La E 
coli 0157 H7 ha sido reconocida como una causa de este sindrome desde 
los años 1980 Una de las caracteristicas mas remarcables es su baja 
dosis infectiva de 10-100 organismos (Paiva de Sousa 2006) 
Los reservorios para la EHEC 0157 H7 son rumiantes particularmente 
vacas y ovejas los cuales son infectados asintomaticamente y albergan los 
organismos en las heces (CFSPH 2009) Otros animales como conejos 
gallinas perros gatos y cerdos pueden tambien transportar estos 
organismos Los humanos adquieren las cepas EHEC 0157 H7 por 
contacto directo con los animales reservorios sus heces y agua o suelos 
contaminados o por la ingestion de hamburguesas de carne mal cocidas 
otros productos animales y vegetales y frutas contaminados (CFSPH 
2009) Tambien puede ser de persona a persona debida a manipuladores 
de alimentos (Nataro y Kaper 1998) 
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1 6 4 E coli enteroinvasiva 
Las E col, enteroinvasivas (EIEC) mostraron que eran capaces de causar 
diarrea en estudios con voluntarios conducidos por DuPont et al (1971) 
(Nataro y Kaper 1998) Estas cepas estan bioquimica genetica y 
patogeneticamente relacionadas a Shigella spp Ambas causan una colitis 
inflamatoria invasiva pero tambien pueden provocar un sindrome de 
diarrea acuosa indistinguible de aquellas causadas por otras E coli 
patogenas (Paiva de Sousa 2006) 
La patogenesis de la enfermedad causada por EIEC y Shigella spp 
involucra la invasion celular del epitelio del colon lisis de la vacuola 
endocitica multiplicacion intracelular movimiento direccional a traves del 
plasma y diseminacion a las celulas epiteliales adyacentes (Nataro y Kaper 
1998) La informacion genetica para este mecanismo esta en el loci del 
cromosoma y del plasmido ademas de tener la capacidad de elaborar una 
o mas enterotoxinas que son importantes en la produccion de diarrea 
(ShET1 y ShET2) (Croxen et al 2013) 
Las EIEC causan colitis inflamatoria invasiva y disenteria con una 
presentacion clinica (heces con sangre y moco acompañados por fiebre y 
calambres severos deshidratacion) identica a la enfermedad causada por 
especies de Shigella 
Las EIEC/ Shigella invaden el epitelio intestinal principalmente en el 
intestino grueso Las cepas de EIEC se asocian mas con brotes que con 
casos aislados en los cuales la transmision puede ser de persona a 
persona por ingestion de alimentos y agua contaminada convirtiendose en 
un patogeno importante en niños mayores de seis meses (Rodriguez-
Angeles 2002) La enfermedad es causada por una dosis infecciosa de 10 
a 100 UFC de Shigella en voluntarios (Croxen et al 2013) 
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Ningun episodio ha sido reportado en recientes programas de vigilancia 
gubernamentales de salud en los Estados Unidos (EEUU) Europa y 
Australia En la ultima decada solo unos cuantos episodios de EIEC con 
mas de 10 casos han sido reportados en estudios de Centro y Sur America 
Africa y Asia (Croxen et al 2013) Un estudio (1999) estimo que 164 7 
millones de episodios de Shigella se dan anualmente 99% afectando 
paises en desarrollo incluyendo 1 1 millones de muertes por año (Croxen 
et al 2013) Aproximadamente dos tercios de los episodios y muertes son 
en niños menores de 5 años (Croxen eta! 2013) 
1 6 5 E coli enteroagregativa 
La E coli enteroagregativa (EAEC) fue descrita por primera vez en 1985 
por Scaletsky y Nataro y fue reconocida por su distintiva adherencia a las 
celulas HEp 2 en un patron semejante a bloques aglutinados (Harrington et 
a! 2006) Este patron de adherencia distinto a los patrones de adherencia 
manifestados por EPEC y DAEC fue significativamente asociado con 
diarrea en niños en Chile en 1987 (Harrington et a! 2006) Las EAEC 
estan implicadas en diarreas endemicas de infantes en paises 
industrializados y en desarrollo diarreas persistentes entre pacientes con 
SIDA y diarreas del viajero (Croxen et a! 2013) La transmision de la 
diarrea del viajero ocurre mayormente por la ingestion de agua y alimentos 
contaminados Los manipuladores de alimentos pueden ser 
transportadores de EAEC Estudios de laboratorio posteriores revelaron 
que el fenotipo de adherencia agregativa (AA) se caracteriza por la 
autoaglutinacion de las bacterias entre si y por ser inespecifica ya que las 
bacterias se adhieren a la superficie de cubreobjetos libres de celulas Hep 
2 (Nataro y Kaper 1998) 
La estrategia basica de las EAEC comprende la colonizacion de la mucosa 
intestinal probablemente la del colon seguido por la secrecion de 
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enterotoxinas y citotoxinas y la induccion de la inflamacion de la mucosa 
(Nataro et al 1998 Croxen et al 2013) Las toxinas incluyen Pet una 
toxina que altera el citoesqueleto EAST-1 enterotoxina estable al calor 
ShET1 subunidad de una toxina que parece inducir el AMP ciclico (cAMP) 
y el cGMP- mediando la secrecion y Pic una mucinasa compartida entre 
muchas diferentes cepas de Shigella y E cok patogenicas (Croxen et al 
2013) El cuadro clinico de la infeccion comprende diarrea acuosa 
ocasionalmente con o sin sangre y con moco y sin fiebre El sitio blanco 
M daño de EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y delgado con 
un periodo de incubacion de menos de 8 hr y puede durar hasta 18 o 20 
dias (Rodriguez Angeles 2002) 
1 6 6 E cok de adherencia difusa 
La E cok de Adherencia Difusa (DAEC) es una categoria de cepas que 
producen una adherencia difusa en el ensayo de celulas Hep-2 (Nataro et 
al 1998) En este patron de adherencia difusa la bacteria cubre 
uniformemente toda la superficie celular No forma microcolonias cuando 
se adhieren a las celulas Hep-2 Se sabe poco de su mecanismo de 
patogenicidad pero se ha caracterizado una fimbria de superficie 
designada F1845 involucrada en el fenomeno de adherencia difusa Los 
genes que codifican la fimbria se pueden encontrar en el cromosoma o en 
un plasmido (Paiva de Sousa 2006) La adherencia difusa tambien se ha 
asociado con una proteina de membrana externa de 100 Kilodaltones KDa 
en una cepa del serotipo 0126 H27 (Rodriguez Angeles 2002) Pocos 
estudios clinicos y epidemiologicos se han llevado a cabo para describir 
adecuadamente la epidemiologia y los aspectos clinicos de la diarrea 
causada por DAEC Las DAEC se pueden aislar tanto de personas sanas 
como en personas con diarrea siendo mas importante en niños de 4 a 5 
SISTEMA DE 
35 	 NUNIVERSIDAD DE PAN JEJA (SIBIp) 
años Los principales sintomas que se presentan son diarrea acuosa sin 
sangre y sin leucocitos (Rodriguez Ángeles 2002) 
1 6 7 E col: de adherencia invasiva 
La E cok de Adherencia Invasiva (AIEC) ha sido implicada como uno de 
los agentes causantes de la Enfermedad de Crohn la cual es causa de la 
Enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) principalmente el intestino 
delgado No existe un unico agente causal de la Enfermedad de Crohn 
identificado y la hipotesis actual sostiene que esta enfermedad es causada 
por una combinacion de factores geneticos microbiota intestinal factores 
ambientales y patogenos entericos (Croxel et al 2013) Las 
caracteristicas de la Enfermedad de Crohn son inflamacion irregular 
lesiones sobre el grosor de la pared intestinal y granulomas (Conte et al 
2014) La etiologia de esta enfermedad aun no ha sido completamente 
elucidada aunque se acepta que la inflamacion cronica es debido a 
respuestas immunes irregulares hacia la microbiota intestinal Una 
composicion desbalanceada de la microbiota intestinal (disbiosis) 
localizada o generalizada ha sido reportada en pacientes con la 
Enfermedad de Crohn y se tiene la hipotesis de que la perdida o reduccion 
en el numero de microorganismos beneficiosos puede favorecer la 
colonizacion de microorganismos patogenos altamente agresivos (Conte et 
al 2014) Los patogenos asociados incluyen Mycobactenum avium subsp 
paratuberculosis Campylobacter species cytomegalovirus y Al EC El 
patotipo AIEC no expresa los factores de virulencia comunes encontrados 
en otras cepas de E cok patogenicas y la base genetica para su fenotipo 
invasivo y proinflamatorio no es completamente entendido (Croxel et al 
2013) La organizacion del genoma AIEC es similar al de otras cepas de E 
col, patogenicas con grandes regiones del genoma nucleo interrumpido 
con islas genomicas adquiridas probablemente por transferencia horizontal 
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La presencia de 35 islas genomicas probablemente represente los 
determinantes geneticos que cuenta el patotipo AIEC para contribuir a la 
adherencia invasion y supervivencia intracelular bacteriana La 
secuenciacion del genoma ha ayudado a la identificacion de 4 potenciales 
determinantes de virulencia primero un sistema de secrecion tipo VI el 
cual es utilizado por bacterias Gram negativas para exportar proteinas a 
traves de membrana celular y se cree que sostiene la supervivencia 
intracelular segundo varios genes que codifican adhesinas 
especificamente Pili Tipo 1 la proteina terminal FimH la cual es importante 
para la adhesion al epitelio intestinal y la fimbria polar alargada que juega 
un papel importante en la invasion tercero varios reguladores 
transcripcionales de genes de virulencia y finalmente genes involucrados 
en la adquision de hierro 
Varios estudios clinicos han encontrado AIEC en aproximadamente 30% de 
los pacientes con la enfermedad de Crohn (Croxen et al 2013) Estudios 
epidemiologicos han mostrado que la incidencia y prevalencia esta 
aumentando en todos los grupos etnicos del mundo desarrollado sin 
embargo la incidencia mas elevada es en Norteamenca Norte de Europa y 
el Reino Unido Se estima que 14 millones de personas en los EEUU y2 2 
millones de personas en Europa sufren esta enfermedad debilitante 
(Croxen eta! 2013) 
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Figura 5. Esquemas de la patogenicidad de los patotipos intestinales de E. coli (Tomado de Kaper etal., 2004). 
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Grupo Sintomas clinucos Epidemiología 
ETEC 	 Diarrea aguda acuosa Ninos menores de dos 
anos y diarrea del 
viajero  
Serogrupos y serotipos 
mas comunes 
08H9 015 Hl  0201-1 
025H027H7 078H12 
0148 H28 0159 H20 
Factores de 
patogenicidad 
ST y LT 
CFA 
EHEC 	 SUH C1-1 diarrea sin 
sangre dolor 
abdominal fiebre 
vómito 
EIEC 	 Diarrea con moco y 
sangre o diarrea 
acuosa Tambien se 
presenta cuadro 
disentérico 
Ninos y adultos que la 
adquieren por comer 
carne cruda o mal 
cocida 
Ninos menores de seis 
meses 
01571-17 02151-111 
0103H2 0113 H21 0119 
0128 0145 
028H 0112acH 0144H 
01521-1 164H01671-1 
STX 
AJE 
lntimina 
p01 57 
Invasividad 
Plásm ido de 140 MDa 
Cuadro 2 Caracteristicas de los Grupos de E coli causantes de diarrea 
EPEC 	 Diarrea aguda dolor 	 Ninos menores de seis 	 055 086 0142 0111 H A/E BFP 
abdominal vómito 
	 meses hasta dos anos 	 0127 	 Plasmido EAF de 50 70 
fiebre baja 	 MDa 
EAEC 	 Diarrea liquida verde 	 Recien nacidos y niños 
con moco sin sangre 	 menores de dos años 
diarrea persistente 
hasta 20 dias 
044 H18 Fimbria AAFI y II 
EASTI 
Proteinas Pet y Pio 
OMP 
Plasmido de 60 MDa 
Citotoxina 
DAEC 	 Diarrea acuosa sin 	 Ninos de 1 a 5 anos 	 0126 H27 	 Fimbria F1845 
sangre 	 OMP 
LT= toxina termolabil 
ST= toxina termo estable 
CFA= factor de colonización antigénico 
BFP= pili con forma rizada 
EAFfactor de adherencia de EPEC 
OMP=proteina de membrana 
STX=toxina shiga 
EAST=toxina ST de cepas enteroagregativas 
 
  
Tomado de Rodriguez Ángelez 2002 
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1 7 Genoma 
Las especies de E cok incluyen cepas patogenicas y no patogenicas 
encontradas en el tracto intestinal de reptiles y animales de sangre caliente 
Sobre las pasadas decadas este microorganismo ha servido como modelo para 
el estudio de muchos de los procesos fundamentales de la biologia molecular 
quimica y evolucion Varias secuencias genomicas de E cok han sido 
publicadas y almacenadas en bases de datos publicas 
(http //www genomesonline org/) revelando la increible diversidad de esta 
especie (Blattner et a! 1997 Perna et al 2001 lshii y Sadowsky 2008 
Lukjancenko eta! 2010) 
El genoma tipico de E co!i esta entre 4 5 y 5 5 millones de pares de bases (Mbp) 
de largo codificando aproximadamente 4500 a 5500 genes (Blattner et a! 1997 
Perna et al 2001 Rasko et al 2008 Touchon et al 2009) El genoma de E col, 
sencillo y de ADN circular tiene un peso molecular de aproximadamente 4 x 10 
y una longitud total de 1 4 mm (Kleppe eta! 1979 En Bettelheim 1992) Desde 
que este ADN esta empacado en una celula de aproximadamente 2 pm de 
longitud la concentracion del mismo en una celula tipica en crecimiento es 
aproximadamente 17 mg/ml El ADN empacado en una celula de E co!i es 
supercoloidal (Sinden et al 1980 En Bettelheim 1992) 
La longitud promedio de un gen es casi 1 kb y aproximadamente el 85% de su 
cromosoma esta ocupado por secuencias codificadoras Por lo tanto la 
diferencia entre las cepas de E coli con los cromosomas mas pequeños y los 
mas grandes podria involucrar mas de 800 genes (Bergthorsson y Ochman 
1998) 
Existen tres fuentes generales que podrian contribuir a la diferencia en la 
longitud de los cromosomas 1) duplicaciones y delecciones 2) la adquisicion de 
ADN foraneo incluyendo la integracion de plasmidos y fagos y 3) la 
acumulacion de ADN repetitivo tales como la insercion de secuencias y 
40 
transposones (Bergthorsson y Ochman 1998) La transferencia horizontal es 
probablemente la mayor fuente de variacion en la longitud del cromosoma entre 
cepas naturales Se ha sugerido que al menos 17 6% de los genes (755 kb) de 
E cok provienen de fuentes foraneas relativamente recientes con una tasa de 
transferencia horizontal de aproximadamente 16 kb cada millon de años desde 
su divergencia (Lawrence y Ochman 1998) Aislados naturales muestran un 
amplio rango de variacion en la longitud del cromosoma algunas cepas difieren 
mas de 1 Mb Esto sugiere que el contenido genetico es altamente variable 
dentro de esta especie con cepas divergentes que han adquirido o perdido 
conjunto de genes (Ochman y Jones 2000) 
La cepa de E cok K-12 ha sido muy estudiada y el genoma de una de sus 
variantes la cepa MG1655 fue secuenciada (Blattner et al 1997) Esta cepa 
contiene 4 639 221 pares de bases de ADN circular de do ble cadena El 87 8% 
de este genoma codifica para proteinas el 0 8 % codifica para ARNs y  0 7% 
consiste en ADN repetido sin funcion conocida Se estima que alrededor del 
11 % del cromosoma tiene funciones de regulacion Un 38% de los 4 288 OREs 
(marcos de lectura abierta) no tienen funcion conocida El contenido promedio 
de GC es del 50 8% Entre estos genes con contenido GC diferentes destacan 
las llamadas islas de patogenicidad (regiones donde se encuentran los genes 
que confieren capacidades patogenas a una bacteria) (Johnson y O bryan 
2000) 
La cepa STEC 0157 H7 ha sufrido numerosos eventos de transferencia 
horizontal desde que se separo de la cepa K-12 hace aproximadamente 4 5 
millones de años y tiene 1 387 genes diferentes los cuales incluyen factores de 
virulencia diferentes rutas metabolicas profagos transposones y otras nuevas 
funciones (Perna etal 2001) 
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1 7 1 PIasmdos 
Existe informacion genetica adicional en forma de elementos 
extracromosomales o plasmidos Son secuencias adicionales de ADN que 
estan separadas del cromosoma Los plasmidos al igual que el 
cromosoma poseen doble cadena de ADN superenrollado pero sin 
proteinas asociadas Tienen replicacion independiente del cromosoma 
bacteriano Estos son el componente mas dinamico del genoma bacteriano 
ya que son facilmente moviles entre cepas Su peso molecular oscila de 
2X1 06 
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 daltones variando desde 1 hasta 1 000 Kb y con frecuencia se 
les aisla en forma de un circulo cerrado y en menos proporcion en forma 
lineal En la mayoria de los casos se considera que no son moleculas 
esenciales para la existencia de la bacteria sin embargo poseen 
informacion genetica importante para ellas Los plasmidos juegan un papel 
importante en la evolucion bacteriana incrementando la diversidad 
genetica por la adquisicion remocion y transferencia horizontal de genes 
entre bacterias y contribuyen grandemente en la adaptacion a nuevos y 
cambiantes nichos ecologicos (Gyles y Boerlin 2014) 
Los plasmidos son comunes en E cok aunque esta bacteria puede 
sobrevivir sin ningun plasmido o por el contrario presentar un buen 
porcentaje del genoma en estos elementos (Souza et al 2001) 
Aproximadamente 300 clases de plasmidos han sido descritos en esta 
especie Aislados naturales de E cok generalmente poseen entre uno a 
cinco plasmidos pequeños y entre uno a dos plasmidos grandes Los 
plasmidos pequeños son de menos de 7 5 kb y los grandes estan entre un 
rango de 40 a 200 kb Entre los plasmidos grandes estan los F (factores 
sexuales) y los R (resistencia a drogas) los cuales son de 
aproximadamente 100 kb Un solo plasmido puede conferir resistencia a 
multiples antibioticos (Sanchez et al 2012) Entre los plasmidos pequeños 
estan los Col El (produccion de colicinas) de aproximadamente 6 kb 
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En los plasmidos se puede encontrar informacion para la asimilacion de 
azucares raros e hidrocarburos para la produccion de colicinas (sustancias 
que eliminan a posibles competidores de la misma especie) resistencia a 
antibioticos y a metales pesados simbiosis fijacion de nitrogeno 
inmunidad contra fagos y colicinas genes que codifican para intercambio 
genetico adhesinas y fimbrias relacionadas con la patogenesis y toxinas 
La movilizacion de plasmidos no esta bien comprendida desde el punto de 
vista molecular Sin embargo se conoce que existen plasmidos 
conjugativos o sexuales los cuales son capaces de transferirse por si 
mismos por medio de la conjugacion Estos plasmidos son grandes (al 
menos 25 kb) y contienen los genes necesarios para el reconocimiento 
bacteria-bacteria los genes del pili sexual y los genes que permiten la 
movilizacion del ADN Los plasmidos no conjugativos tambien pueden ser 
transferidos por medio de la conjugacion al ser acarreados por plasmidos 
conjugativos Estos ultimos se denominan plasmidos movilizables y pueden 
ser de diferentes tamaños Muchos plasmidos son capaces de transferirse 
a si mismos entre diferentes especies (modelo panmictico de distribucion 
de plasmidos) (Souza y Eguiarte 1997) Algunos de estos plasmidos son 
sumamente exitosos ya que ademas de ser promiscuos estan sobre-
representados en las poblaciones bacterianas estos son los denominados 
plasmidos epidemicos y son los responsables de la adquisicion por 
transferencia horizontal de resistencia a antibioticos o factores de virulencia 
(Souza y Eguiarte 1997) Sin embargo no todos los plasmidos son de 
rango de hospedero amplio ya que existen plasmidos que solo se 
transfieren verticalmente con sus cromosomas hospederos generando una 
fuerte co-evolucion entre ambos genomas (plasmidos clonales) as¡ como 
plasmidos con transferencia limitada a genomas especificos dentro de una 
misma especie bacteriana 
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1 8 Metodos de genotipificacion microbiana 
Los metodos de tipificacion se han clasificado tradicionalmente en fenotipicos 
(basados en caracteristicas bioquimicas o fisiologicas de los microorganismos) y 
genotipicos o moleculares (basados en el estudio del ADN) (Fernandez et al 
2013) Los metodos de tipificacion fenotipicos se usan cada vez con menos 
frecuencia en la investigacion por los problemas de baja reproducibilidad y poder 
de discriminacion que tienen a nivel intraespecie (Scott et al 2002 Fernandez 
et al 2013) Sin embargo algunas tecnicas fenotipicas como el perfil de 
resistencia antimicrobiano y metodos inmunologicos pueden ser utiles en 
algunas situaciones 
Los metodos genotipicos deben cumplir tres criterios tipeabilidad que es la 
capacidad de obtener un resultado positivo para cada aislamiento analizado 
poder de discriminacion que es la capacidad de diferenciar aislamientos no 
relacionados y reproducibilidad que es la capacidad de brindar el mismo 
resultado al repetir el ensayo (Olive y Bean 1999) El interes de estas tecnicas 
radica en su capacidad para establecer la relacion genetica (clonalidad) que 
existe entre aislados implicados en un brote ademas de ser herramientas utiles 
para confirmar la fuente de infeccion o reservorio (Olive y Bean 1999 Scott et 
al 2002 Fernandez et al 2013) Pueden utilizar como diana tanto ADN 
cromosomico como ADN de elementos geneticos moviles de transmision 
horizontal (plasmidos transposones integrones y secuencias de insercion) Se 
pueden clasificar en tres grandes grupos de tecnicas a) las basadas en el 
estudio de los perfiles de restriccion del ADN (plasmidico o cromosomico) b) las 
que se fundamentan en la amplificacion de secuencias de ADN mediante PCR y 
c) las basadas en la secuenciacion parcial de genes 
1 8 1 Metodos basados en la restriccion del ADN 
Estudio de los perfiles de ADN plasmidico El estudio de los perfiles de 
plasmidos es una tecnica relativamente sencilla de realizar y de interpretar 
44 
Se requiere una extraccion de los plasmidos generalmente mediante una 
lisis celular que posteriormente son separados mediante electroforesis en 
gel de agarosa Se considera el numero de bandas de ADN plasmidico y 
sus respectivos tamaños Esta metodologia se limita al estudio de brotes 
pequeños y siempre de forma complementaria a otras tecnicas basadas en 
el estudio de ADN cromosomico (Fernandez eta! 2013) Su bajo poder de 
discriminacion se ha relacionado con problemas metodologicos como 
puede ocurrir con la extraccion de algunos plasmidos de gran tamaño que 
resultan dificiles de separar mediante electroforesis convencional y de 
interpretacion de resultados Una alternativa para aumentar su poder de 
discriminacion consiste en digerir los extractos plasmidicos con varias 
enzimas de restriccion (perfil de restriccion plasmidica) 
Los perfiles de plasmidos aunque suelen ser sencillos pueden estar 
sujetos a cierta variabilidad que complica su interpretacion Los plasmidos 
pueden presentar diferentes conformaciones dependiendo del grado de 
superen rollamiento Por esta razon un mismo plasmido puede presentar 
diferentes patrones de movilidad electroforetica que nos pueden hacer 
pensar que se tratan o que corresponden a plasmidos diferentes Otra 
consideracion importante es que plasmidos con diferente secuencia de 
ADN pueden presentar el mismo perfil de movilidad electroforetica ya que 
pueden tener tamaños muy similares que no se diferencian en 
electroforesis convencional 
Estudio de los perfiles de ADN cromosomico Esta metodologia se basa 
en la digestion del ADN cromosomico con una enzima de restriccion 
generandose un numero variable de fragmentos de diferentes tamaños que 
se separan en geles de agarosa mediante PCR convencional (RFLP) o 
electroToresis en campo pulsado (PFGE) La diferencia fundamental es el 
numero de fragmentos que genera cada tipo de restriccion enzimas de 
corte frecuente (RFLP) o ooco frecuente (PFGE) (Fernandez eta! 2013) 
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Polimorfismos de Fragmentos Largos de Restnccion (RFLP) en esta 
tecnica los productos de la digestion (0 5 y  25 kb) pueden visualizarse con 
bromuro de etidio o mediante la hibridacion con sonda (marcaje quimico o 
radioactivo) de una determinada secuencia de la que hay varias copias en 
el cromosoma lo que incrementa la capacidad de discriminacion y de 
interpretacion de la tecnica El Ribotipado es una variante del RFLP donde 
los genes del ARNr altamente conservados son identificados utilizando 
sondas de oligonucleotidos despues del tratamiento del ADN genomico con 
endonucleasas de restriccion (Scott et al 2002) Los perfiles obtenidos 
(ribotipos o ribogrupos) se diferencian por el numero y la localizacion de 
estos genes Es una tecnica costosa larga y tediosa que involucra cultivo 
bacteriologico e identificacion extraccion de ADN electroforesis en gel 
Southern blotting y discriminacion de los patrones de ADN (Fernandez et 
al 2013) 
Electro foresis en Gel de Campos Pulsantes (PFGE) es considerado el 
metodo estandar de tipificacion molecular bacteriana (Olive y Bean 1999) 
Es un metodo donde los patrones de bandas de ADN son generados 
despues del tratamiento del ADN bacteriano con endonucleasas de 
restriccion Los fragmentos grandes de ADN (10 800 Kb) producidos como 
resultado de la digestion de la enzima de restriccion son separados sobre 
un gel de agarosa generando un patron por el constante cambio de la 
direccion del campo electrico a intervalos prederminados Los perfiles de 
ADN (pulsotipos) presentan entre 10 y  30 fragmentos de ADN con un 
tamaño variable que oscila entre 10 y 800 Kb Esta tecnica es altamente 
reproducible y facil de interpretar Varios estudios han demostrado que el 
PFGE tiene un poder discriminatorio muy alto comparado a otros metodos 
de tipificacion tales como MLST y RAPD Sin embargo el PFGE es un 
metodo laborioso consume tiempo y requiere de equipo y entrenamiento 
especializado Tambien al inicio su costo es elevado (Olive y Bean 1999) 
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1 8 2 Metodos basados en la amplificacion de acidos 
nucleicos 
Estas tecnicas analizan una pequeña porcion del cromosoma La 
amplificacion se realiza mediante PCR utilizando como dianas genes o 
secuencias de ADN polimorficas que se encuentran distribuidas por el 
cromosoma (Fernandez et al 2013) En comparacion con la PFGE los 
metodos de PCR son menos laboriosos flexibles (se puede trabajar un 
elevado numero de muestras y con diferentes tipos de formatos de PCR) 
mas rapidos en la obtencion de resultados (entre 24 y  48 horas) y mas 
sencillos para interpretar los resultados debido a que los perfiles obtenidos 
suelen ser menos complejos que los obtenidos mediante PFGE Su poder 
de discnminacion es razonablemente elevado aunque puede ser similar o 
inferior al de la PFGE dependiendo del microorganismo y de la tecnica de 
PCR utilizada Entre las limitaciones tecnicas mas importantes estan la 
inhibicion de la reaccion de amplificacion y la contaminacion de las 
muestras 
Amplificacion al Azar de ADN Polimorfico (RAPD) se caracteriza por 
utilizar un unico cebador de unos 10 nucleotidos que hibrida 
aleatoriamente en condiciones de baja temperatura (entre 36 y  45 C) con 
regiones inespecificas del cromosoma Este metodo de tipificacion es 
rapido poco laborioso y permite realizar un analisis sencillo de los perfiles 
de bandas El problema o inconveniente mas importante que puede 
encontrarse con la APPCR es su baja reproducibilidad que limita su 
utilidad para el estudio de brotes (Fernandez eta! 2013) 
Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP) 
Esta tecnica no suele utilizarse en estudios 'de pequeños brotes sino en 
estudios epidemiologicos globales a largo plazo en los que interesa 
conocer la estructura poblacional Es una tecnica cara y compleja desde el 
punto de vista tecnico En cuanto al poder de discnminacion del AFLP este 
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puede ser similar o superior al de la PFGE dependiendo del 
microorganismo 
cp-PCR Los ganomas microb anos corlt 
 enen una variedad de 
secuencias de ADN repetitivas representando hasta un 5% del genoma 
(Ussery et al 2004 En lshii y Sadowsk 2009) Muchos de estos 
elementos de ADN repetitivos son de funcion desconocida y han sido 
localizados en regiones intergenicas y extrager'icas del genoma 
microbiano Datos recientes sugieren que algunos de estos elementos 
repetitivos pueden estar involucrados en la sintesis o catabolismo del ARN 
y ADN (lshii y Sadowsky 2009) Esta tecnica se fundamenta en la 
utilizacion de cebadores que hibr d zan de forma especifica con unas 
secuencias de ADN repetitivas que se encuentran dispersas por todo el 
genoma de bacterias hongos y parasitos Cuatro familias de secuencias 
repetitivas conservadas se han identificado REP (repetitive extra genic 
pa'indrorric) ERIC (enferobac#enal repetitive interger,c consensus) el 
elemento BOX y politrinucleotidos cortos tales como (GTG)5 (Mohapatra et 
al 2007 Ishu y Sadowsky 2009 Fernaidez et al 2013) La variabilidad 
en los perfiles de bandas de ADN generados mediante REP PCR viene 
d&erminada por e' numero de secuencias apetitivas y por la distancia que 
hay entre dichas secuencias (se amplifica la region de ADN que separa las 
secuencias REP) La tecnica de REP-PCR es muy sencilla rapida (menos 
de 2 dias) reproducible (generalmente mas que la AP-PCR pero menos 
que la PFGE) y economica 
El uso de elementos repetitivos para el analisis de genomas bacterianos ha 
proporcionado una poderosa herramienta para estudios de ecologia 
microbiana 	 microbiolog ia 	 ambiental 	 d iag nosticos 	 moleculares 
microbiologia medica y analisis epidemiologicos (Ishi, y Sadowsky 2009) 
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1 8 3 Metodos basados en la secuencuacion de ADN 
Tipificacion de las secuencias multilocus (MLST) Esta tecnica se 
fundamenta en la secuenciacion parcial de 6 o 7 genes metabolicos muy 
conservados (housekeeping genes) que estan sujetos a escasa presion 
selectiva como ocurre con algunos genes relacionados con el metabolismo 
o con factores de virulencia y los genes ribosomales (Fernandez et a! 
2013) Es una tecnica muy laboriosa costosa y con un poder discriminativo 
bajo Se aplica principalmente en estudios epidemiologicos globales o a 
largo plazo en los que se quiere conocer la estructura poblacional 
1 9 Enterobacterial repetituve intergenic consensos (ERIC-PCR) 
Las secuencias ERIC fueron descritas por primera vez en E cok Salmonella 
enterica serovar Typhimunum y otros miembros de la familia Enterobactenaceae 
(Hulton et al 1991) Son secuencias palindromicas de una longitud de 127 pb 
altamente conservadas a nivel de nucleotido que se encuentran en las regiones 
intergenicas y aparentemente solo dentro de las secuencias transcritas del 
genoma (Figura 4) (Wilson y Sharp 2006) El numero de copias de la secuencia 
ERIC varia entre diferentes especies se estimo por extrapolacion que puede 
haber aproximadamente 30 copias en E co!! K-12 y quizas 150 en S entenca 
Typhimurium LT2 (Hulton eta! 1991) 
La tecnica de PCR usa estas secuencias de elementos repetitivos como 
cebadores de consenso y el ADN genomico total como modelo para amplificar 
secuencias de ADN localizadas entre elementos repetitivos sucesivos Seguido 
de la electroforesis la distribucion de estas secuencias genera un unico patron 
de tipificacion de ADN genomico para cada cepa o aislado (lshii y Sadowsky 
2009) 
Esta tecnica de tipificacion genomica es un metodo sencillo y rapido que tiene el 
poder de resolucion para la identificacion microbiana a nivel de cepa o 
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subespecie (lshii y Sadowsky 2009) Ademas es una tecnica de bajo costo facil 
de desarrollar y puede ser aplicada a pequeños o grandes numeros de aislados 
(Olive y Bean 1999) Los patrones de bandas suelen ser sencillos La secuencia 
ha sido utilizada como marcador genetico para caracterizar aislados dentro de 
una especie bacteriana (Versalovic et al 1991) Para muchos organismos esta 
posee una habilidad discriminatoria mas alta que otras tecnicas de tipificacion 
incrementando de este modo su uso Sin embargo algunos autores han 
cuestionado la reproducibilidad del ERIC-PCR en sus experimentos (Johnson y 
Obryan 2000 Meacham et al 2003) y  otros han reportado bajo poder para 
discriminar entre aislados de E col, de diferentes fuentes (Leung et al 2004 
Mohapatra et al 2007 Mohapatra y Mazumder 2008) 
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Figura 6 Secuencia ERIC Es una secuencia de 127 pb que es mostrada como una horquilla 
Las lineas conectan bases en los dos brazos complementarios en ADN (y en ARN) (Tomado 
de Wilson y Sharp 2006) 
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OBJETIVOS 
OBJETIVOS GENERALES 
• Caracterizar la diversidad genetica de cepas de E coh por la 
tecnica molecular ERIC PCR 
• Determinar la presencia de plasmidos en estas cepas de E coli por 
extraccion de acidos nucleicos 
OBJETIVOS ESPECIFICOS 
• Obtener el perfil genetico de cepas de E coli aisladas de muestras 
humanas animales y aguas de tres comunidades de Panama 
mediante la amplificacion de la secuencia ERIC (enterobactenal 
repetitive intergenic consensus) 
• Analizar los resultados de la amplificacion para determinar la 
relacion entre las diferentes fuentes y comunidades 
• Analizar los resultados del perfil plasmidico de las cepas de E cok 
para determinar la prevalencia entre las diferentes fuentes y 
comunidades 
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MATERIALES Y 
MÉTODOS 
3 1 Aislamientos bacterianos de E col: 
Para el estudio de la determinacion de plasmidos se utilizo 112 cepas de E cok 
y para la caracterizacion molecular por ERIC PCR se utilizaron 117 cepas de E 
coli Las muestras fueron colectadas previamente por estudiantes de pregrado 
Yee y Batista (2010) quienes confirmaron los aislados por medio del API 20E 
(bioMerieux Marcy- 1 Etoile-Francia) y las mismas reposan en la coleccion de 
cepas del Laboratorio de Microbiologia Experimental y Aplicada LAMEXA 
Vicerrectoria de Investigacion y Post-Grado (VIP) Universidad de Panama 
Estas cepas de E coli fueron aisladas de muestras de heces de humanos y 
animales de granja (vacas cerdos y gallinas) y de muestras de aguas 
Las muestras de heces humanas fueron colectadas de personas residentes en 
areas aledañas y las muestras de aguas de fuentes cercanas a las areas 
muestreadas Las muestras fueron colectadas en tres localidades en el 
corregimiento de El Arado distrito de La Chorrera Provincia de Panama Oeste 
en el corregimiento de Escoba¡ distrito de Colon Provincia de Colon y en La 
Ciudad del Niño distrito de La Chorrera Provincia de Panama Oeste 
3 2 Extraccion de ADN cromosomico con el kit Wizard Genomic 
DNA Purification (Promega, Madison-USA) 
Para la extraccion de ADN con el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega 
Madison-EEUU) se siguieron las instrucciones del fabricante que se detallan a 
continuacion Se añadio 1 mL de un cultivo de E coli de 24 horas (hr) a un tubo 
de microcentrifuga de 1 5 mL Luego se centrifugo entre 13 000 a 16 000 x g 
por 2 minutos (mm) para colectar las celulas y seguido se removio el 
sobrenadante Despues se añadio 600 pL de la Solucion de Lisis y suavemente 
se pipeteo hasta que las celulas fueron resuspendidas Se incubo a 80°C por 5 
min para lisar las celulas y se enfrio a temperatura ambiente (TA) Se añadio 200 
pL de la solucion de precipitacion de proteinas a las celulas lisadas Se agito 
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vigorosamente en el vortex por 20 segundos (s) para mezclar la solucion de 
precipitacion de proteinas con las celulas usadas Se incubo la muestra en hielo 
por 5 min Se centrifugo nuevamente entre 13 000 a 16 000 x g por 3 mm 
Luego se transfirio el sobrenadante con el ADN a un tubo de microcentrifuga 
de 1 5 mí- esteril que contenia 600 pL de isopropanol (Fisher Scientific) a TA 
Posteriormente se mezclo suavemente por inversion hasta que las hebras de 
ADN formaron una masa visible y se centrifugo entre 13 000 a 16 000 x g por 2 
min Se decanto el sobrenadante cuidadosamente y se dreno el tubo sobre un 
papel limpio y absorbente Se añadio 600 pL de etanol al 70% (Fisher Scientific) 
a TA y se invirtio el tubo varias veces suavemente para lavar el ADN Se 
centrifugo entre 13 000 a 16 000 x g por 2 min y cuidadosamente se decanto el 
etanol Luego se dreno el tubo sobre un papel limpio y absorbente y se seco el 
peliet con aire seco por 10 a 15 min Se añadio 100 pL de la Solucion de 
Rehidratacion del ADN al tubo y se incubo la solucion toda la noche a TA Por 
ultimo se almaceno el ADN a —20 C 
3 3 Extraccion de ADN cromosomico por el Metodo de Lisis 
Alcalina 
Se añadio 1 5 mí- de un cultivo de E cok de 24 h a un tubo de microcentrifuga 
Se colecto las celulas por centrifugacion por 5 min a 4000 rpm Luego se re 
uspendio el pellet en 200 pL de la solucion de lisis (40 mM Tris-acetato pH 7 8 
(Promega Sigma Aldrich) 20 mM Acetato de Sodio (Sigma Aldrich) 1 mM 
EDTA (Sigma-Aldrich) y  1% de SDS (J T Baker)) y se mezclo en el vortex 
Se añadio 66 pL de NaCl 5M (J T Baker) para remover la mayoria de las 
proteinas y debns de las bacterias y se mezclo bien Luego se centrifugo a 
14000 rpm por 5 min a TA Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo y se 
añadio el mismo volumen de cloroformo e mnvirtio suavemente unas 5 veces 
hasta que una solucion lechosa se formara Posteriormente se centrifugo a 
14000 rpm por 5 min se extrajo el sobrenadante y se precipito con una cantidad 
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doble de isopropanol 100% congelado Se agito suavemente y se centrifugo a 
14000 rpm por 5 min Despues se decanto el isopropanol y se lavo el peliet con 
500 pL de etanol 70% Se elimino el etanol y se seco el peliet por 10 a 15 min a 
TA Por ultimo se disolvio el peliet en aproximadamente 50 pL de buffer TE o 
agua destilada esteril 
34 Extraccion de ADN plasmudico por el Metodo de Lisis 
Alcalina 
Se coloco 1 5 mL de un cultivo de E cok de 24 h en un microtubo se centrifugo 
a 5000 rpm por 5 min Luego se decanto el sobrenadante Se repitio este paso 
una vez mas Seguido se resuspendio el pellet en 200 pL de la Solucion de lisis 
l(50 mM de glucosa (Sigma-Aldrich) 10 mM de EDTA (Sigma Aldrich) y  25 mM 
de TrisHCl (Promega Gamma)) utilizando vortex hasta que se disolviera 
totalmente 
Luego se le agrego 200-400 pL de la Solucion de lisis II (NaOH O 2N ( ) y SDS 
(J T Baker)) preparada fresca se mezclo por inversion hasta que se quedo 
transparente y se incubo durante 5 min en hielo Despues se agrego 300 pL de 
la Solucion de lisis III (60 mí- de 5M KAc (pH 4 8) (Sigma-Aldrich) 11 5 mí- de 
AcH glacial (Merck) y  28 5 mL de agua) y se mezclo por inversion (se formo un 
moco blanco) Seguido se incubo durante 5 min en hielo y se centrifugo a 14000 
rpm por 15 min Posteriormente se retiro el sobrenadante ( 700 pL) y se le 
agrego 1 volumen de isopropanol frio Se agito y se incubo durante 10 min a TA 
Se centrifugo a 14000 rpm por 20 min y se decanto él isopropanol Se lavo con 
500 pL de etanol 70% frio y se invirtio sin agitar Por ultimo se decanto con 
cuidado el etanol 70% y se seco el peliet a TA y se resuspendio en 50 pL de 
buffer TE o agua libre de nucleasa 
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3 5 Enterobacterual repetitive untergenic consensos (ERIC-MR) 
Las cepas fueron tipificadas por el metodo de PCR basado en secuencias de 
elemento repetitivo especificamente las secuencias ER 1 C (enterobactenal 
repetitive intergenic consensus) Los cebadores utilizados fueron ERIC1 R 5-
ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3 y ERIC2 5 AAG TAA GTG ACT GGG 
GTG AGC G-3 (Versalovic eta! 1991) 
La mezcla del PCR consistio de 12 5 pL de Master Mix (Roche Diagnostics 
GmbH Penzberg Alemania) 0 6 pL de cada uno de los cebadores (25 pM) 
(lnvitrogen) 1 25 pL de Albumina Bovina (30 mglmL) (Sigma-Aldrich) y  8 1 pL de 
agua libre de nucleasas Despues fue colocado 2 pL de la muestra de ADN 
directamente en 23 pL de la mezcla de PCR para un total de 25 pL de reaccion 
El programa de amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 C 
por 3 min seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 1 mm 
alineamiento 55 C por 1 min extension 72 C durante 6 min y finalmente una 
extension a 72 C durante 10 min Para la amplificacion se utilizo un 
termociclador (Life Touch Bioer Technology CO LTD China) Fue utilizado un 
control negativo (agua destilada libre de nucleasas) en la amplificacion de la 
PCR Los productos de la amplificacion fueron almacenados a —80°C hasta su 
analisis 
La separacion de los fragmentos de ADN amplificados fue lograda por una 
electroforesis utilizando un gel de agarosa al 0 7% (BID Difco) con un marcador 
de peso molecular de 500 pb (DNA Molecular Wemght Marker XVII Roche 
Diagnostics GmbH Penzberg Alemania) corrida a 90 voltios por una hr y 
media Los geles fueron teñidos con una solucton de bromuro de etidio al 0 5 
pg/mL (Sigma-Aldrich) y visualizados bajo luz UV y fotografiados con un 
fotodocumentador Las posiciones de las bandas en cada una de las lineas y en 
cada gel fueron normalizadas utilizando el marcador de ADN de 500 pares de 
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bases (pb) como un estandar de referencia Variaciones en la intensidad y forma 
de bandas entre los aislados no fueron consideradas una diferencia 
Los patrones de bandas de cada una de las cepas fueron analizados por el 
analisis estadistico UPGMA (Unweighted pair group method with anthmetic 
averages) utilizando el Software SPSS version 19 Por medio de este analisis la 
similitud entre las cepas se visualizo por medio de dendrogramas construidos a 
partir de una matriz binaria (1 presencia de bandas O ausencia de bandas) 
calculada con el coeficiente de Jaccard La prueba de Chi cuadrado (x2)  y una 
tabla de contingencia fueron utilizadas para medir el grado de asociacion entre 
las diferentes fuentes (animales humano y agua) con respecto a la fuente de 
muestreo 
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RESULTADOS 
4 1 Determunacuon de la presencia de plasmidos en cepas de E 
col: 
En este estudio se analizo un total de 112 cepas de E coli provenientes de tres 
comunidades dos de la provincia de Panama Oeste (El Arado y Ciudad del 
Niño) y una de la provincia de Colon (Escoba¡) Para las tres comunidades se 
determino la presencia de plasmidos de acuerdo a la fuente de muestreo 
(Cuadros 3 4 y  5) (Figs 7 y  8) La cantidad de muestras vario para cada 
comunidad 25 muestras en El Arado 49 muestras en Ciudad del Niño y  38 
muestras en Escoba¡ 
Los resultados mostraron que un 70 5 % (79 de 112) de las muestras analizadas 
presentaron plasmidos En la comunidad de El Arado se determino el 24 1 % (19 
de 79) en Ciudad del Niño 44 3 % (35 de 79) y  en Escoba¡ 316 % (25 de 79) 
de muestras positivas (Fig 7) En los Cuadros 3 4 y 5 se muestran en detalle la 
cantidad de muestras positivas en cada comunidad segun la fuente de muestreo 
Las muestras que presentaron los mayores porcentajes de prevalencia de 
plasmidos fueron las muestras de aguas en la comunidad de Escoba¡ con un 
32% (8 de 25) las muestras de heces de humanos en la comunidad de El 
Arado con un 31 6% (6 de 19) y las muestras de heces de gallina en la 
comunidad de Escoba¡ con un 28% (7 de 25) (Cuadros 3 y 5) (Fig 8) Las 
muestras de heces de humanos y cerdos en la comunidad de Ciudad del Niño 
tambien presentaron porcentajes significativos de prevalencia de plasmidos 
(23%) (Cuadro 4) (Fig 8) 
Cúádio 3 Numéro demuest 	 ositivs*' lasmidbnlacdmúntdad de TZIT 4 El 4radode acuerdoa lafuente demuestreo  
Fuente 	 N° ensayos 	 N° muestras positivas  
Vaca 	 3 	 2 
Cerdo 	 5 	 3 
Gallina 	 6 	 5 
Humano 	 6 	 6 
Agua 	 5 	 3  
Total 	 25 	 19 
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,,,,,Cuadro 4Numerode iiiusfrá positivas por plamidoéh Iarcoridáddé, 
- 	 - 
	 . ' 	 + kr Ciudad del Nino de acuerdo a1 lafunteJe muestreo. 
	 y 
L  
Fuente 	 N° ensayos 	 N° muestras 	 positivas  
Vaca 	 9 	 7 
Cerdo 	 10 	 8 
Gallina 	 10 	 5 
Humano 	 10 	 8 
Agua 	 10 	 7  
Total 	 49 	 35 
Ctiir&5 ' 
	 e lacóñiunidad dé 
. EscobaLdffi acuerdo a lafuente demuestreo,  
Fuente 	 N° ensayos 	 N° muestras positivas  
Vaca 	 9 	 4 
Cerdo 	 3 	 2 
Gallina 	 9 	 7 
Humano 	 9 	 4 
Agua 	 8 	 8  
Total 	 38 	 25 
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VACA CERDO GALLINA HUMANO AGUA 
Fuentes de muestreo 
35 
30 
- 25 a- 
o 20 o. 
20 
16 
15 
CL 
11  
o 
31.6 32 
28 
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23 	 - -2-3-- 
2 
15.8 14. 
	
5.8 	 CIUDAD DEL NIÑO 
10 ESCOBAL 
• EL ARADO 
24.1% 
31.6% 
EL ARADO 
CIUDAD DEL NIÑO 
ESCOBAL 
Figura 7. Prevalencia de plásmidos en cada una de las comunidades muestreadas 
Figura 8. Prevalencia de plásmidos en las diferentes fuentes de muestreo y 
comunidades 
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4 2 Caracterizacion de la diversidad genetica de cepas de E 
col: por la tecnica de ERIC-PCR 
Uno de los objetivos del presente estudio fue determinar la relacion genetica de 
cepas de E cok aisladas de muestras de aguas y de heces de humanos y 
animales de granja (vacas cerdos y gallinas) del Corregimiento de El Arado 
distrito de La Chorrera Corregimiento de Escoba¡ distrito de Colon y Ciudad del 
Niño distrito de La Chorrera (Cuadro 7) La tecnica de ERIC-PCR fue utilizada 
para analizar un total de 117 cepas de E col, que produjeron bandas de ADN de 
diferentes tamaños 
Cuadro 6 Cepas de E col, utilizadas en el ERIC-PCR 
Sitio de muestreo Fuente Tipo de 
muestra 
Designacion N de cepas 
Vaca heces CiVA 9 
Gallina heces C1GA 10 
Ciudad dei Nino Cerdo heces C10E 10 
Humano heces CiHu 10 
Agua agua CiAg 10 
Vaca heces EVA 9 
Gallina heces EGA 9 
Escoba] Cerdo heces ECE 4 
Humano heces EHu 9 
Agua agua EAG 8 
Vaca heces AVA 5 
Gallina heces AGA 6 
El Arado Cerdo heces ACE 5 
Humano heces AHu 6 
Agua agua AAg 7 
TOTAL 117 
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Los patrones de bandas del ERIC-PCR mostraron que las cepas de E col/ 
fueron geneticamente diversas con valores de similitud que estaban entre 48% 
a 100% Las Figuras 9 a 13 muestran diferentes geles de agarosa del analisis 
ERIC PCR que incluyen bandas de ADN de cepas de E col, 
El analisis electroforetico de los productos del ERIC PCR genero diferentes 
patrones de bandas de ADN que estaban principalmente en un rango entre 245 
a 4000 pares de base (bp) 
M 1011 12 1314 15 16 17 18 M CN19 20 21 2223 24 25 26 
Figura 9 Electroforesis en gel de agarosa dei ERIC PCR mostrando bandas de ADN de cepas de E coli 
Las lineas M son los marcadores de peso molecular de ADN de 500 pb (Roche Diagnostics GmbH 
Penzberg Alemania) la linea CN es el control negativo y las lineas dei 10 26 son cepas de E coli aisladas 
de aguas heces de humanos y animales 
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Figura 10 Electroforesis en gel de agarosa del ERIC PCR mostrando bandas de ADN de cepas de E col, 
Las lineas M son los marcadores de peso molecular de ADN de 500 pb (Roche Diagnostics GmbH 
Penzberg Alemania) la linea CN es el control negativo y las lineas del 27-42 son cepas de E cok aisladas 
de aguas heces de humanos y animales 
Nl CN 4344 45 46 47 48 49 50 Nl 51 52 5354 55 56 5758 59 
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Figura 11 Electroforesis en gel de agarosa del ERIC PCR mostrando bandas de ADN de cepas de E 
coli Las lineas M son los marcadores de peso molecular de ADN de 500 pb (Roche Diagnostics GmbH 
Penzberg Alemania) la linea CN es el control negativo y las lineas del 43 59 son cepas de E cok 
aisladas de aguas heces de humanos y animales 
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Figura 12 Electroforesis en gel de agarosa del ERIC PCR mostrando bandas de ADN de cepas de E 
coli La linea M es el marcador de peso molecular de ADN de 500 pb (Roche Diagriostics GmbH 
Penzberg Alemania) la linea CN es el control negativo y las lineas del 60-67 son cepas de E coli 
aisladas de aguas heces de humanos y animales 
MCN68 6970 71 72 73 74 MCN 75 76 77 78 79 8081 8283 
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Figura 13 Electroforesis en gel de agarosa del ERIC PCR mostrando bandas de ADN de cepas de E 
col; Las lineas M son los marcadores de peso molecular de ADN de 500 pb (Roche Diagnostics GmbH 
Penzberg Alemania) las lineas CN son los controles negativos y las lineas del 68 83 son cepas de E 
col; aisladas de aguas heces de humanos y animales 
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Las 117 cepas de E coli produjeron diferentes patrones de bandas que 
contenian entre 2 a 10 bandas La mayor diversidad de bandas de ADN se 
observo dentro del rango de 1850 a 770 bp El analisis estadistico a traves del 
programa UPGMA (Unweighted Pa,r Group Method for Anthmet,c Averages) 
esta basado en una matriz binaria de bandas de ausencia o presencia y fue 
utilizado en este estudio para determinar las relaciones de similitud mutua entre 
todos los aislados 
Se realizaron dendrogramas del analisis estadistico por cada sitio muestreado y 
tipo de fuente y un dendrograma mezclando de ambos factores utilizando el 
programa SPSS version 19 Los dendrogramas mostraron diferentes grupos que 
consistieron de dos o mas cepas de E coli Las cepas en el mismo grupo son 
mas homogeneas y geneticamente mas relacionadas Los grupos fueron 
definidos a un coeficiente de similitud (Coeficiente de Jaccard) de 0 87 Se utilizo 
la prueba de Chi-cuadrado (x2) y una tabla de contingencia para medir el grado 
de asociacion entre las diferentes fuentes (animales humano y agua) con 
respecto a la fuente de muestreo 
42 1 Analisis de cepas de La Ciudad del Niño 
El analisis de los resultados del estudio de la diversidad genetica entre las cepas 
de E coli aisladas de La Ciudad del Niño mostro una elevada diversidad entre 
las 23 cepas caracterizadas (Fig 8) El ERIC PCR genero 39 patrones geneticos 
diferentes Cada cluster o grupo consistia de una o mas cepas de E coli Las 
cepas agrupadas por color (CiCE10 CiAg8 CiVA2 CiVA4 y CiGA7 CiVA1 y 
CiGA3 CiVA10 y CiGA2 CiVA5 y CiCE8 CiVA7 y CiHu8 CiCE2 y CiAg2 CiHu5 
y CiAgi) mostraron patrones similares entre si por lo que se consideraron que 
pertenecian al mismo clon (Coeficiente de Jaccard !:0 87) Las mismas 
representaron 35% del total de cepas evaluadas de esta comunidad 
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Se encontraron cepas posiblemente relacionadas con un Coeficiente de Jaccard 
entre 0 70 - 0 86 (CiCE6 CiGA5 CiVA8 CiGA9 CiHu2 CiCE4 CiHu3 CiAg9 
CiAg4 CiAg7 CiHul CiAg3 CiCE1 CiGA10A CiHu7 CiCE3 y CiHu4) Las 15 
cepas restantes de las 49 evaluadas presentaron un Coeficiente de Jaccard 
<0 70 por lo que se consideraron como cepas no relacionadas geneticamente 
(Fig 10 y  Cuadro 7) 
En el dendrograma se observo que no hubo correlacion entre la fuente o grupo 
(animal humano o agua) y la similitud genetica de las cepas En la Fig 10 se 
observaron 7 agrupaciones que estaban conformadas por cepas de diferentes 
fuentes 
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Cuadro 7 Historial de Conglomeracion de datos de La Ciudad del Niño 
Etapa 
Conglomerado q e se 
comb a 
Coefic e tes 
Etapa enlaq eel 
conglomerado aparece por 
p mere vez 
Proama 
etapa 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
02 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
02 
1 29 47 1000 0 0 5 
2 21 41 1000 0 0 19 
3 34 40 1000 0 0 17 
4 6 37 1000 0 0 29 
5 2 29 1000 0 1 9 
6 4 15 1000 0 0 9 
7 1 11 1000 0 0 15 
8 9 10 1000 0 0 16 
9 2 4 1000 5 6 24 
10 5 27 889 0 0 38 
11 18 36 857 0 0 17 
12 43 46 833 0 0 27 
13 30 42 833 0 0 18 
14 23 32 833 0 0 29 
15 1 25 800 7 0 23 
16 9 13 800 8 0 22 
17 18 34 774 11 3 25 
18 20 30 774 0 13 26 
19 21 48 750 2 0 33 
20 22 33 714 0 0 28 
21 17 31 714 0 0 42 
22 7 9 700 0 16 23 
23 1 7 682 15 22 39 
24 2 19 667 9 0 39 
25 3 18 667 0 17 26 
26 3 20 652 25 18 30 
27 43 45 643 12 0 32 
28 14 22 635 0 20 34 
29 6 23 619 4 14 35 
30 3 12 576 26 0 36 
31 16 35 571 0 0 40 
32 43 49 567 27 0 37 
33 21 24 567 19 0 43 
34 14 38 556 28 0 36 
35 6 26 554 29 0 38 
36 3 14 533 30 34 37 
37 3 43 501 36 32 40 
38 5 6 469 10 35 42 
39 1 2 465 23 24 46 
40 3 16 443 37 31 41 
41 3 8 430 40 0 43 
42 5 17 404 38 21 45 
43 3 21 402 41 33 45 
44 39 44 400 0 0 47 
45 3 5 361 43 42 46 
46 1 3 293 39 45 47 
47 1 39 260 46 44 48 
48 1 28 246 47 0 0 
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Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglomerados de distancia re-escalados 
5 	 10 	 15 	 20 	 25 
CICEIO 29 	  
CiA5S 57— 
C1VA2 2 
	  
CÍVA4 4 
CIGA7 5 
CiGAIOD 9 
Ci VAl 	 1 
C.GA3 11 
C10EÓ 25 
—9 
10 
CiGAS 13 
C.VAS 7 
(GA9 17 
CiHn2 31 
—5 
27 
Mil 6 
—37 
(iÇE4 23 
CiHs3 32 
Ci(:F7 26 
21 
41 
CiA9 48 
fiCES 24 
OCAS 16 
CdlnÓ 35 
(,404 43 
CiAg7 46 
CiA06 5 
(iAg!O 49 
(iltel 30 
(jA0) 	 42 
Ci(EI 20 
- 34 
- 40 
CiGAla 18 
Cilln7 36 
CiVA3 3 
CIGM 12 
tICE) 22 
CIH.4 33 
CIGA6 14 
0110 38 
CIVA9 8 
CiHolfi 4 
CIA0O 44 
cjCoo 28 
Figura 14. Dendrograma de cepas de Ciudad del Niño. Se muestra el parentesco de cepas de E. coli aisladas 
de aguas, humanos y animales de granja en Ciudad del Niño. Las cepas que mostraron similitudes de 90 a 
100% pertenecían al mismo clon (cepas agrupadas por colores). 
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4 2 2 Analisus de cepas de Escoba¡ 
Las 39 cepas de E cok de la comunidad de Escoba¡ mostraron tambien gran 
diversidad genetica detectandose 29 patrones geneticos diferentes (Fig 11 
Cuadro 8) Las cepas agrupadas por colores (EGA10 ECE9 EVAI EGA2 
EGA5 EHu5 EAG6 lA EGA4 EVA4 EGA9 EHuI EAG7 lA EVAI 1 EHu7 
EHu8) presentaron un Coeficiente de Jaccard k0 87 por lo que se consideraron 
cepas de un mismo clon representando un 38% 
Las cepas EAG2 B EAG9 213 EGA6 EVA2 EHu2 EAG7 2A EAG9 1 B EVA3 
EVA8 EVA5 EGA1 EGA8 EHu9 EAG6213 ECE8 EVA9 EHu1O se 
consideraron posiblemente relacionadas con un Coeficiente de Jaccard entre 
0 70 - 0 86 Las 8 cepas restantes se consideraron que no estaban relacionadas 
geneticamente (Coeficiente de Jaccard <0 70) 
En el dendrograma se observo que no hubo correlacion entre la fuente o grupo 
(animal humano o agua) y la similitud genetica de las cepas De los 5 grupos 
solo uno se agrupo por tipo de fuente EHu7 y EI-1u8 (Humano) (Fig 11 Cuadro 
8) 
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Cuadro 8 Historial de Conglomeracion de datos de Escoba¡ 
Etapa 
Conglomerado que se 
combina 
Coeficientes 
Etapa en la que el 
conglomerado aparece po 
pnmera ez 
Pn»ama 
etapa 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
02 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
1 34 39 1000 0 0 2 
2 1 34 1000 0 1 6 
3 4 33 1000 0 0 18 
4 28 30 1000 0 0 6 
5 20 29 1000 0 0 17 
6 1 28 1000 2 4 9 
7 10 23 1000 0 0 10 
8 15 16 1000 0 0 25 
9 1 13 1000 6 0 30 
10 9 10 1000 0 7 28 
11 5 27 857 0 0 21 
12 2 11 857 0 0 22 
13 19 26 833 0 0 20 
14 24 25 833 0 0 22 
15 3 7 833 0 0 23 
16 22 38 800 0 0 24 
17 20 32 800 5 0 21 
18 4 17 800 3 0 27 
19 8 18 750 0 0 28 
20 19 31 733 13 0 29 
21 5 20 722 11 17 23 
22 2 24 722 12 14 26 
23 3 5 683 15 21 26 
24 22 37 675 16 0 27 
25 15 35 667 8 0 34 
26 2 3 610 22 23 29 
27 4 22 598 18 24 31 
28 8 9 583 19 10 31 
29 2 19 568 26 20 33 
30 1 21 500 9 0 32 
31 4 8 480 27 28 33 
32 1 14 476 30 0 35 
33 2 4 432 29 31 35 
34 12 15 383 0 25 36 
35 1 2 304 32 33 36 
36 1 12 269 35 34 38 
37 6 36 .250 0 0 38 
38 1 6 201 36 37 0 
72 
Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglomerados de distancia re-escalados 
o 	 5 	 10 	 15 	 20 	 25 
1 	 1 	 1 
E3A10 34 	  
ECE9 39 	  
EVA1 1 	  
EGA2 28 
EGA5 30 	  
Bki5 13 	  
EAG6.1B 21 
B1i6 14 
EAG2.B 19 
EAG9.2B 26 
EGA6 31 
B/A2 2 
Eb2 11 
EAG7.2A 24 
EAG9.IB 25 
EVA3 3 
EVA8 7 
EVA5 5 
EGA1 27 
)- EAG6.1A 20 
EGA4 29 	  
EGA8 32 - 
EVA4 4 
EGA9 33 
B-.j9 17 
EAG6.2B 22 
EcE8 38 
RIFIS 37 
DIU  10 
EAG71A 23 
EVA11 9 	  
EVAO 8 
B-kilO 18 
15 
16 	  
EGA1OA 35 
B-kj4 12 
EVA6 6 
Ec'i 36 
Figura 15. Dendrograma de cepas de Escobal. Dendrograma mostrando el parentesco de 
cepas de E. coli aisladas de aguas, humanos y animales de granja de Escobal. 
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4 2 3 Analisus de cepas de El Arado 
Los resultados del estudio de la diversidad genetica entre las 29 cepas aisladas 
de la comunidad de El Arado mostraron tambien una elevada diversidad 
genetica detectandose 20 patrones geneticos diferentes por ERIC PCR (Fig 12 
Cuadro 9) Las cepas de E cok que mostraron patrones identicos entre si se 
consideraron que eran aislamientos del mismo clon (Coeficiente de Jaccard 
k0 87) AMA AHu3A AGA2 AGA12 AVA5 AGA10 AGA1 1 y  ACE1 1 
ACE7A ACE8 y ARG3A AAG6 y ARAG2 Estas representaron un 45% de las 
cepas evaluadas 
Las cepas AVAl 1 y AHu2B ARVA6 y ARVA8 ARVA1 O y AGA1 posiblemente 
estaban relacionadas ya que tenian un Coeficiente de Jaccard entre 0 7 a 0 86 
El resto de las cepas analizadas (10 cepas) no mostraron un elevado grado de 
similitud (Coeficiente de Jaccard <0 70) por lo que se consideraron no 
relacionadas 
En el dendrograma se observo que no hubo correlacion entre la fuente o grupo 
(animal humano o agua) y la similitud genetica de las cepas El dendrograma 
mostro 4 agrupaciones que estaban formadas por diferentes fuentes a 
excepcion de un grupo donde ambas cepas (AAG6 y ARAG2) pertenecian al 
grupo Agua (Fig 12 Cuadro 9) 
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Cuadro 9 Historial de Conglomeracion de datos de El Arado 
Etapa 
Conglomerado que se 
combina 
Coeficientes 
Etapa en la que el 
conglomerado aparece por 
primera vez 
Prc»ama 
etapa 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
1 24 26 1000 0 0 2 
2 9 24 1000 0 1 7 
3 13 19 1000 0 0 7 
4 12 18 1000 0 0 11 
5 15 16 1000 0 0 6 
6 7 15 1000 0 5 15 
7 9 13 1000 2 3 8 
8 9 11 1000 7 0 19 
9 2 6 1000 0 0 13 
10 23 25 800 0 0 16 
11 12 22 800 4 0 17 
12 20 21 750 0 0 16 
13 2 8 750 9 0 15 
14 10 17 667 0 0 22 
15 2 7 611 13 6 21 
16 20 23 600 12 10 18 
17 5 12 548 0 11 23 
18 3 20 525 0 16 19 
19 3 9 513 18 8 22 
20 28 29 500 0 0 27 
21 1 2 483 0 15 24 
22 3 10 458 19 14 23 
23 3 5 415 22 17 25 
24 1 27 399 21 0 25 
25 1 3 314 24 23 26 
26 1 4 255 25 0 27 
27 1 28 172 26 20 28 
28 1 14 134 27 0 0 
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Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglomerados de distancia re-escalados 
o 
	
5 	 10 	 15 	 20 	 25 
At-kilA 	 24 
A}-kj3A 	 26 
AGA2 	 9 
AGA12 	 13 
AVA5 	 19 
AGA1O 	 11 
AVA11 	 23 
AI-i2B 	 25 
AR'1A6 20 
ARVA8 21 
AAG9 	 3 
AGA8 	 10 
17 
AGAI1 	 12 
>- AcEI1 	 18 
ARVAIO 22 
AAG2.1 	 5 
ACE7A 	 15 
AE8 	 16 
ARG3A 	 7 
AAG6 	 2 
ARAG2 	 6 
AGA1 	 8 
AAG5 	 1 
Al-tj4 	 27 
AAG1O 	 4 
AI-Iu5B 	 28 
AI-kj6 	 29 
AE4 	 14 
Figura 16. Dendrograma de cepas de El Arado. Dendrograma mostrando el parentesco de 
cepas de E. coli aisladas de aguas, humanos y animales de granja de El Arado. 
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4 24 Analisis del grupo de cepas de cerdo 
Las 19 cepas de E coli aisladas del grupo Cerdo mostraron tambien una 
elevada diversidad genetica detectandose 17 patrones geneticos diferentes por 
ERIC-PCR (Fig 13 Cuadro 10) Las cepas agrupadas por colores (ACE7A y 
ACE8 CiCE10 y ECE9) mostraron un Coeficiente de Jaccard k0 87 por lo que 
se consideraron cepas del mismo clon Estas cepas similares representaron 21% 
del total evaluadas y procedian de las tres comunidades estudiadas 
Las cepas que pudieron estar relacionadas (Coeficiente de Jaccard entre 0 7 a 
0 86) fueron CiCE6 ECE8 ECE5 y ACE1 1 Las 11 cepas restantes se 
consideraron que no estaban relacionadas geneticamente ya que tenian un 
Coeficiente de Jaccard <0 70 No hubo correlacion entre la fuente geografica de 
aislamiento (comunidad) y la similitud genetica de las cepas Por ejemplo el 
perfil genetico de la cepa CICE10 la cual proviene de la comunidad de Ciudad 
M Niño provincia de Panama Oeste es identico al perfil de la cepa ECE9 el 
cual pertenece a la comunidad de Escoba¡ provincia de Colon Estas cepas 
estan en la misma agrupacion Sin embargo la cepa CiCE2 y CiCE5 las cuales 
fueron aisladas del mismo lugar (Ciudad del Niño) tuvieron perfiles geneticos 
muy diferentes con un porcentaje bajo de similitud (60%) Este mismo 
comportamiento se observa entre las cepas CiCE4 CiCE8 y CiCE7 
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Cuadro 10 Historial de Conglomeracion de datos del grupo Cerdo 
Etapa 
Conglomerado que se 
combina 
Coeficientes 
Etapa en la que el 
conglomerado aparece por 
primera vez 
Proxima 
etapa 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
16 17 1000 0 
o
 o
 o
 o
 o
  
e
 
o
 o
 o
 -
 
 
LO  O
  
(0
 0
  0
  
O
  C
O
 C
1 
1
  
10 
2 10 14 1000 0 6 
3 6 13 800 0 8 
4 12 19 750 0 6 
5 2 5 600 0 11 
6 10 12 583 2 13 
7 1 3 571 0 11 
8 6 18 550 3 10 
9 4 8 500 0 12 
10 6 16 467 8 14 
11 1 2 458 7 13 
12 4 7 432 9 18 
13 1 10 425 11 15 
14 6 11 403 10 16 
15 1 9 346 13 17 
16 6 15 283 14 17 
17 1 6 227 15 18 
18 1 4 160 17 0 
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ACE7A 16 
ACE8 17 
CICIffl 6 
EEB 13 
ACE9 18 
ECE1 11 
ACE4 15 
OCElO 10 
ECE9 14 
E5 12 
AOE11 19 
aci  2 
OCES 5 
acEi 1 
0u3 3 
cíco 9 
iOE4 4 
oca 8 
OE7 7 
Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglomerados de distancia re-escalados 
5 	 10 	 15 	 20 	 25 
Figura 17. Dendrograma de cepas del grupo de Cerdo. Dendrograma mostrando el parentesco 
de cepas de E. coli aisladas de heces de cerdo en Escoba¡, Ciudad del Niño y El Arado. 
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424 1 Analisis de los resultados del grupo cerdo por la prueba 
de Chi-Cuadrado 
Hipotesis 
Ho= No existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados 
de las muestras fecales y E coli de cerdo y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
Hi= Existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados de 
las muestras fecales y E coli de cerdo y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
En el cuadro de contingencia podemos ver que del total de las bandas de ADN 
ausentes 111 corresponden a la Ciudad del Niño 66 al Arado y  49 a Escoba¡ 
mientras que del total de las bandas de ADN presentes 49 se presentaron en la 
Ciudad del Niño 14 en El Arado y  15 en Escoba¡ 
Cuadro de continqencia de Bandas de ADN Fuente 
Fuente 
Total Ciudad del nuno El Arado Escobal 
Bandas de ADN 	 Ausente 	 Recuento 111 66 49 
Frecuencia esperada 1189 595 476 22€ 
Presente 	 Recuento 49 14 15 
Frecuencia esperada 411 205 164 7 
Total 	 Recuento 160 80 64 3 
Frecuencia esperada 1600 800 640 301 
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Pruebas de chi-cuadrado 
Valor gl 
Sug asintotica 
(bilateral) 
Chi cuadrado de Pearson 
Razon de verosimilitudes 
N de casos validos 
5 026 
5 190 
304 
2 
2 
081 
075 
a 0 casillas (00/) 
 tienen una frecuencia esperada infenor a 5 La 
frecuencia minima esperada es 1642 
La prueba de chi cuadrado nos arroja un valor de 5 026 con 2 grados de libertad 
y vemos que no hay significancia por lo cual no se puede rechazar la hipotesis 
nula 
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4 2 5 Analisis del grupo de cepas de gallina 
Los resultados del estudio de las 25 cepas de E coli en este grupo mostraron 
que hubo mucha diversidad genetica detectandose 18 patrones geneticos 
diferentes (Figura 14 Cuadro 11) Las cepas AGA10 AGAI2 CiGA7 EGAIO 
AGA2 EGA2 y EGA5 mostraron patrones geneticos identicos entre si por lo que 
se consideraron que eran aislamientos del mismo clon (Coeficiente de Jaccard 
k0 87) Estas cepas similares representaron 36% del total de cepas evaluadas y 
estaban constituidas por miembros de las tres comunidades 
Se encontraron tambien 9 cepas posiblemente relacionadas (Coeficiente de 
Jaccard entre 07 a 0 86) CiGAIOA EGA1 EGA4 EGA8 CiGA2 CiGA5 
CiGA3 CiGA4 y AGA8 El resto de las cepas analizadas no mostraron un 
elevado grado de similitud (Coeficiente de Jaccard <0 70) por lo que se 
consideraron no relacionadas 
En general no hubo correlacion entre el origen de la cepa y el perfil genetico 
Por ejemplo las cepas AGA10 CiGA7 y EGA10 fueron cepas similares o 
identicas y pertenecian a la misma agrupacion pero fueron aisladas de 
diferentes comunidades Por otro lado la cepa AGA1 y AGA1 1 tuvieron una 
similitud muy distante 
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Cuadro 11 Historial de Conglomeracion de datos del Grupo Gallina 
Etapa 
Conglomerado que se 
combina 
Coeficientes 
Etapa en la que el 
conglomerado aparece por 
primera vez 
Proxima 
etapa 
Conglomerad 
0 1 
Conglomerad 
02 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
02 
1 23 25 1000 0 0 2 
2 6 23 1000 0 1 4 
3 18 21 1000 0 0 4 
4 6 18 1000 2 3 6 
5 12 14 1000 0 0 6 
6 6 12 1000 4 5 13 
7 9 11 857 0 0 12 
8 13 16 800 0 0 12 
9 1 4 800 0 0 10 
10 1 2 733 9 0 15 
11 3 22 714 0 0 15 
12 9 13 696 7 8 14 
13 6 10 667 6 0 18 
14 9 17 613 12 0 17 
15 1 3 603 10 11 17 
16 5 19 600 0 0 20 
17 1 9 531 15 14 19 
18 6 24 488 13 0 22 
19 1 7 430 17 0 20 
20 1 5 424 19 16 22 
21 8 15 375 0 0 23 
22 1 6 343 20 18 23 
23 1 8 305 22 21 24 
24 1 20 230 23 0 0 
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Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglomerados de distancia re-escalados 
5 	 10 	 15 	 20 	 25 
AGA1O 	 23 
AGA12 	 25 
GGA7 	 6 
EGA1O 	 18 
AGA2 	 21 	  
EGA2 	 12 
EGA5 	 14 	  
OGA1OB 10 	  
AGA11 	 24 
GGA6 	 5 
EGA1OA 19 
GGA1OA 9 
EGA1 	 11 
EGA4 	 13 
EGA8 	 16 
EGA9 	 17 
OGA2 	 1 
OGA5 	 4 
OGA3 	 2 
GGA4 	 3 
AGA8 	 22 
C1GA8 	 7 
GGA9 	 8 
EGA6 	 15 
AGA1 	 20 
Figura 18. Dendrograma de cepas del grupo Gallina. Dendrograma mostrando el parentesco 
de cepas de E. coli aisladas de heces de gallinas en Escoba¡, Ciudad del Niño y El Arado. 
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4 2 5 1 Analisis de los resultados del grupo gallina por la prueba 
de Chi-Cuadrado 
Hipotesis 
Ho= No existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados 
de las muestras fecales y E coli de gallina y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
Hi= Existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados de 
las muestras fecales y E 'col, de gallina y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
En el cuadro de contingencia podemos ver que del total de las bandas de ADN 
ausentes 109 corresponden a la Ciudad del Niño 76 a El Arado y 104 a 
Escoba¡ mientras que del total de las bandas de ADN presentes 51 se 
presentaron en la Ciudad del Niño 20 en El Arado y40 en Escobal 
Cuadro de continaencia de Bandas de ADN Fuente 
Fuente 
Tota Ciudad del niño El Arado Escoba] 
Bandas de ADN 
	 Ausente 	 Recuento 109 76 104 
Frecuencia esperada 1156 694 1040 28 
Presente 	 Recuento 51 20 40 
Frecuencia esperada 444 266 400 11 
Total 	 Recuento 160 96 144 
Frecuencia esperada 1600 960 1440 4C 
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Pruebas de chi-cuadrado 
Valor gi 
Sig asintotica 
(bilateral) 
Chi cuadrado de Pearson 
Razon de verosimilitudes 
N de casos validos 
3 649 
3 749 
400 
2 
2 
161 
153 
a O casillas (0%) tienen una frecuencia esperada infenor a 5 La 
frecuencia minima esperada es 2664 
La prueba de chi-cuadrado nos arroja un valor de 3 649 con 2 grados de libertad 
y vemos que no hay significancia Por lo cual no se puede rechazar la hipotesis 
nula 
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4 2 6 Analisis del grupo de cepas de humano 
El dendrograma de las 25 cepas pertenecientes al grupo de cepas de Humano 
mostro una elevada diversidad genetica ya que se generaron 22 patrones 
geneticos diferentes (Fig 15 Cuadro 12) Las cepas de E col, AHuIA AHu3A 
EHu5 y EHu7 y EHu8 fueron geneticamente identicas entre si ya que 
presentaron un Coeficiente de Jaccard 2:0 87 Las mismas se consideraron que 
eran aislamientos del mismo clon Estas cepas similares representaron 20% del 
total de cepas evaluadas y pertenecían a las tres comunidades 
Las cepas CiHu4 CiHu7 CiHu9 EHu9 y CiHul posiblemente estaban 
relacionadas (Coeficiente de Jaccard entre 0 7 a 0 86) Las 15 cepas restantes 
mostraron poca similitud genetica (Coeficiente de Jaccard <0 70) por lo que se 
consideraron no relacionadas 
En el dendrograma se observa que no hubo correlacion entre la fuente 
geografica de aislamiento (comunidad) y la similitud genetica de las cepas Por 
ejemplo el perfil genetico de la cepa EHu5 aislada de la comunidad de Escoba¡ 
provincia de Colon es identico al perfil de la cepa AHu1A aislada de la 
comunidad de El Arado provincia de Panama Oeste Pertenecían al mismo 
grupo mientras que las cepas EHu6 y EHu4 tuvieron una similitud muy distante 
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Cuadro 12 Historial de Conglomeracion de datos del Grupo Humano 
Etapa 
Conglomerado que se 
combina 
Coeficientes 
Etapa en la que el 
conglomerado aparece por 
primera vez 
Proxima 
etapa 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
02 
1 20 22 1000 0 0 2 
2 14 20 1000 0 1 16 
3 16 17 1000 0 0 21 
4 9 18 800 0 0 6 
5 4 7 750 0 0 12 
6 1 9 733 0 4 12 
7 5 23 667 0 0 14 
8 11 19 667 0 0 18 
9 8 13 667 0 0 10 
10 3 8 667 0 9 17 
11 2 24 600 0 0 20 
12 1 4 595 6 5 15 
13 6 12 571 0 0 14 
14 5 6 510 7 13 19 
15 1 21 509 12 0 18 
16 14 15 500 2 0 22 
17 3 10 500 10 0 21 
18 1 11 465 15 8 19 
19 1 5 455 18 14 22 
20 2 25 417 11 0 23 
21 3 16 393 17 3 23 
22 1 14 321 19 16 24 
23 2 3 311 20 21 24 
24 1 2 245 22 23 0 
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AHu1A 20 
AHu3A 22 
EHu5 14 
O-kj6 15 
OI-kj5 5 
AI{i4 23 
QW6 6 
B-j2 12 
u1 11 
a&io 19 
OI-kj4 4 
0Hu7 7 
QHu9 9 
B-ij9 18 
OI-j1 1 
AI-kj2B 21 
OI-1u2 2 
Al-ki5B 24 
A14i6 25 
8-1u7 16 
B-1u8 17 
0Hu8 8 
E]-b4 13 
OI{i3 3 
ai-io 10 
Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglomerados de distancia re-escalados 
510 	 15 	 20 	 25 
Figura 19. Dendrograma de cepas del grupo Humano. Dendrograma mostrando el parentesco 
de cepas de Escherichia coli aisladas de heces de humanos en Escoba¡, Ciudad del Niño y El 
Arado. 
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4 2 6 1 Analiss de los resultados de humano por la prueba de 
Chi-Cuadrado 
Hipotesis 
Ho= No existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados 
de las muestras fecales y E coli de humano y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
Hi= Existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados de 
las muestras fecales y E cok de humano y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
En el cuadro de contingencia podemos ver que del total de las bandas de ADN 
ausentes 107 corresponden a la Ciudad del Niño 77 a El Arado y  106 a 
Escoba¡ mientras que del total de las bandas de ADN presentes 53 se 
presentaron en la Ciudad del Niño 19 en El Arado y  38 en Escoba¡ 
Cuadro de continaencia de Bandas de ADN Fuente 
Fuente 
Total Ciudad del niño El Arado Escobal 
Bandas de ADN 	 Ausente 	 Recuento 107 77 106 2 
Frecuencia esperada 1160 696 1044 29( 
Presente 	 Recuento 53 19 38 1 
Frecuencia esperada 440 264 396 11 
Total 	 Recuento 160 96 144 4 
Frecuencia esperada 1600 960 1440 401 
90 
Pruebas de chi-cuadrado 
Valor gi 
Sig asintotica 
(bilateral) 
Chi cuadrado de Pearson 
Razon de verosimilitudes 
N de casos validos 
5489a 
5 595 
400 
2 
2 
064 
061 
a O casillas (0%) tienen una frecuencia esperada infenor a 5 La 
frecuencia minima esperada es 26 40 
La prueba de chi cuadrado nos arroja un valor de 5 489 con 2 grados de libertad 
y vemos que no hay significancia por lo cual no se puede rechazar la hipotesis 
nula 
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4 2 7 Analisis del grupo de cepas de vaca 
Dendrograma que muestra la relacion genetica entre 23 cepas de E cok 
aisladas de muestras fecales de vacas (Fig 20 Cuadro 13) El estudio de los 
resultados de las cepas genero 3 agrupaciones (A B y C) y revelo 18 patrones 
geneticos diferentes que indican una gran diversidad genetica Las cepas CiVA1 
y AVAl 1 EVAI AVA5 CiVA2 y CiVA4 CiVA3 y EVA2 fueron mas homogeneas 
y geneticamente mas relacionadas presentando un Coeficiente de Jaccard 
:k0 87 Las cepas de E cok del mismo grupo se consideraron que eran 
aislamientos del mismo clon El grupo estaba conformado por miembros de las 
tres comunidades 
Las cepas ARVA6 CiVA8 CiVAI O EVA5 EVA8 CiVA9 y EVA3 posiblemente 
estaban relacionadas (Coeficiente de Jaccard entre 0 70 a 0 86) Las 8 cepas 
restantes mostraron poca similitud genetica (Coeficiente de Jaccard <0 70) por 
lo que se consideraron no relacionadas 
En general se pudo observar que el 35% (8/23) de las cepas fueron 
geneticamente similares y  65% (15/23) mostraron poca similitud No hubo 
correlacion entre la fuente geografica de aislamiento (comunidad) y la similitud 
genetica de las cepas Por ejemplo el perfil genetico de la cepa CiVA1 aislada 
de Ciudad del Niño provincia de Panama Oeste y la cepa AVAl 1 aislada de El 
Arado provincia de Panama Oeste tuvieron perfiles identicos Sin embargo las 
cepas EVA4 y EVA6 que fueron aisladas de la misma comunidad tuvieron 
patrones geneticos muy diferentes 
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Cuadro 13 Historial de Conglomeracion de datos del Grupo Vaca 
Etapa 
Conglomerado que se 
combina 
Coeficientes 
Etapa en la que el 
conglomerado aparece por 
primera vez 
Proxima 
etapa 
Conglomerad 
01 
Conglomerad 
o2 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
1 1 23 1000 0 0 8 
2 10 19 1000 0 0 3 
3 2 10 1000 0 2 4 
4 2 4 1000 3 0 13 
5 3 11 875 0 0 14 
6 14 16 833 0 0 10 
7 8 12 833 0 0 10 
8 1 20 800 1 0 11 
9 7 9 750 0 0 11 
10 8 14 696 7 6 14 
11 1 7 692 8 9 15 
12 13 22 667 0 0 15 
13 2 21 667 4 0 17 
14 3 8 625 5 10 16 
15 1 13 533 11 12 17 
16 3 17 528 14 0 19 
17 1 2 489 16 13 20 
18 6 6 444 0 0 19 
19 3 5 363 16 18 21 
20 1 18 344 17 0 22 
21 3 16 315 19 0 22 
22 1 3 273 20 21 0 
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Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglometados de distancia re-escalados 
10 	 15 	 20 
1 	 1 
CIVA1 
AVMI 1.23 
ARVA6 	 20 
CiVA8 	 7 
C1VA1O 	 9 
EVA4 	 13 
ARVA1O 22--
EVA1 
AVAS 
CiVA2 
CiVA4 	 I.._4 
>- AR'.'A8 	 21 
EVA1I 	 18 
CIVA3 
•1.i 
EVAS 	 14 
EVA8 	 16 
CiVA9 	 8 
EVA3 	 12 
EVA9 	 17 
OVAS 
	
5 
CÉVA7 	 6 
EVA6 	 15 
1 
	j 
c 
1 
Figura 20. Dendrograma de cepas del grupo Vaca. Dendrograma mostrando el parentesco de 
cepas de Escherichia coli aisladas de heces de vacas en Escoba¡, Ciudad del Niño y El Arado. 
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4 2 7 1 Anahsis de los resultados de vaca por la prueba de Chi-
Cuadrado 
Hipotesis 
Ho= No existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados 
de las muestras fecales y E coli de vaca y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
Hi= Existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados de 
las muestras fecales y E co!, de vaca y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escoba¡ 
En el cuadro de contingencia podemos ver que del total de las bandas de ADN 
ausentes 102 corresponden a la Ciudad del Niño 61 a El Arado y  102 a 
Escoba¡ mientras que del total de las bandas de ADN presentes 42 se 
presentaron en la Ciudad del Niño 19 en El Arado y42 en Escoba¡ 
Cuadro de continciencia de Bandas de ADN Fuente 
Fuente 
Total Ciudad del nino El Arado Escoba¡ 
Bandas de ADN 	 Ausente 	 Recuento 102 61 102 2E 
Frecuencia esperada 1037 576 1037 265 
Presente 	 Recuento 42 19 42 1C 
Frecuencia esperada 403 224 403 103 
Total 	 Recuento 144 80 144 3 
Frecuencia esperada 1440 800 1440 368 
95 
Pruebas de chi-cuadrado 
Valor gI 
Sig asintotica 
(bilateral) 
Chi cuadrado de Pearson 
Razon de verosimilitudes 
N de casos válidos 
gua 
934 
368 
2 
2 
634 
627 
a O casillas (0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5 La 
frecuencia minima esperada es 22 39 
La prueba de chi-cuadrado nos arroja un valor de 0 911 Con 2 grados de libertad 
y vemos que no hay significancia por lo cual no se puede rechazar la hipotesis 
nula 
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42 8 Analisis del grupo de cepas de agua 
El estudio de los resultados de la diversidad genetica entre las 25 cepas aisladas 
del grupo Agua mostro tambien una elevada diversidad genetica detectandose 
24 patrones geneticos diferentes por ERIC PCR (Fig 17 Cuadro 14) Las 2 
cepas de E coli que mostraron patrones identicos entre si se consideraron que 
eran aislamientos del mismo clon (Coeficiente de Jaccard kO 87) AAG6 y 
ARAG2 representaron el 8% de las cepas estudiadas (Fig 17) 
Las cepas CiAG2 CiAG9 EAG2 B EAG9 213 EAG7 2A EAG9 1 B CiAG3 
EAG6 lA CiAG4 y CiAG7 posiblemente estaban relacionadas ya que tenian un 
Coeficiente de Jaccard entre 0 7 a 0 86 El resto de las cepas analizadas (13 
cepas) no mostraron un elevado grado de similitud (Coeficiente de Jaccard 
<0 70) por lo que se consideraron no relacionadas 
En este grupo si se observo correlacion entre la fuente geografica de 
aislamiento (comunidad) y la similitud genetica de las cepas ya que las mismas 
(AAG6 y ARAG2) pertenecian a la comunidad de El Arado provincia de Panama 
Oeste 
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Cuadro 14 Historial de Conglomeracion de datos del Grupo Agua 
Etapa 
Conglomerado que se 
combina 
Coeficientes 
Etapa en la que el 
conglomerado aparece por 
primera vez 
Proma 
etapa 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
o2 
Conglomerad 
o 1 
Conglomerad 
02 
1 20 24 1000 0 0 8 
2 11 18 833 0 0 10 
3 16 17 833 0 0 7 
4 3 12 833 0 0 7 
5 4 7 833 0 0 11 
6 2 9 750 0 0 18 
7 3 16 696 4 3 10 
8 20 25 667 1 0 19 
9 1 19 667 0 0 15 
10 3 11 664 7 2 13 
11 4 6 643 5 0 13 
12 14 21 600 0 0 16 
13 3 4 575 10 11 15 
14 13 23 571 0 0 21 
15 1 3 506 9 13 17 
16 8 14 500 0 12 19 
17 1 10 445 15 0 18 
18 1 2 412 17 6 20 
19 8 20 381 16 8 22 
20 1 15 337 18 0 21 
21 1 13 323 20 14 23 
22 8 22 311 19 0 24 
23 1 5 204 21 0 24 
24 1 8 196 23 22 0 
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Dendrograma que utiliza una vinculación media (entre grupos) 
Combinación de conglomerados de distancia re-escalados 
5 	 10 	 15 	 20 	 25 
1 	 1 	 1 
AAG6 20 
ARAG2 24 
ARG3A 25 
EAG6.2B 14 
AAG9 21 
QAg8 8 
AAG1O 22 
EAG6.1B 13 
AAG2.1 23 
QAg2 2 
OAg9 9 
QAg1 1 
AAG5 19 
EAG2.B 11 
EAG9.2B 18 
EAG7.2A 16 
EAG9.1B 17 
ciAg3 3 
EAG6.1A 12 
aAg4 4 
aAg7 7 
ciAg6 6 
ciAglo 10 
EAG7.1A 15 
clAg5 5 
Figura 21. Dendrograma de cepas del grupo Agua. Dendrograma mostrando el parentesco de 
cepas de Escherichia coli aisladas de aguas en Escoba¡, Ciudad del Niño y El Arado. 
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4 2 8 1 Analisis de los resultados de agua por la prueba de Chi-
Cuadrado 
Hupotesis 
Ho= No existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados 
de las muestras fecales y E coli de agua y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escobal 
Hi= Existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados de 
las muestras fecales y E coli de agua y las fuentes de muestreo El Arado 
Ciudad del Niño y Escobal 
En el cuadro de contingencia podemos ver que del total de las bandas de ADN 
ausentes 110 corresponden a la Ciudad del Niño 86 a El Arado y 91 a Escobal 
mientras que del total de las bandas de ADN presentes 50 se presentaron en la 
Ciudad del Niño 26 en El Arado y 37 en Escobal 
Cuadro de contingencia de Bandas de ADN Fuente 
Fuente 
Total Ciudad del nino El Arado Escobal 
Bandas de ADN 	 Ausente 	 Recuento 110 86 91 2 
Frecuencia esperada 1148 804 918 28 
Presente 	 Recuento 50 26 37 1 
Frecuencia esperada 452 316 362 11 
Total 	 Recuento 160 112 128 4 
Frecuencia esperada 1600 1120 1280 40( 
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Pruebas de chi-cuadrado 
Valor gl 
Sig asintotuca 
(bilateral) 
Chi cuadrado de Pearson 
Razon de verosimilitudes 
N de casos validos 
2 139 
2 181 
400 
2 
2 
343 
336 
a O casillas (0%) tienen una frecuencia esperada infenor a 5 La 
frecuencia minuma esperada es 3164 
La prueba de chi-cuadrado nos arroja un valor de 2 139 con 2 grados de libertad 
y vemos que no hay significancia por lo cual no se puede rechazar la hipotesis 
nula 
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4 2 9 Analisis total de cepas de las comunidades y grupos 
El dendrograma completo de las 117 cepas de E cok pertenecientes a las tres 
comunidades y a los 5 grupos muestreados mostro una elevada diversidad 
genetica ya que se generaron 77 patrones geneticos diferentes (Fig 18) Este 
dendrograma genero 17 agrupaciones definidas a un coeficiente de similitud de 
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Las cepas EGA10 ECE9 AGA2 EGA2 EGA5 EVA1 EHu5 CiCE10 CiAg8 
CiVA4 CiGA7 AHu3A CiVA2 AVA5 AHu1A AGA10 y AGA12 ARVA6 y 
CiCE6 CiGA3 ECE8 AVA11 y CiVA1 CiGA2 EAG6213 AHu2B y CiVAIO 
AGA11 y ACE11 EHu1 EAG7 lA y EVAI1 ACE7A ACE8 y ARG3A AAG6 y 
ARAG2 CiCE2 y CiAg2 EHu7 y EHu8 CiVA5 y CiCE8 CiVA7 y CiHu8 CiVA3 y 
EVA2 EAG6 lA EGA4 y CiHul CiGA10A EVA5 y EGAI CiAgi EVA8 y 
CiHu5 EVA4 y EGA9 fueron mas homogeneas y geneticamente mas 
relacionadas presentando un Coeficiente de Jaccard k0 87 Las cepas de E coli 
M mismo grupo se consideraron que eran aislamientos del mismo clon Varios 
grupos estaban conformados por miembros de las tres comunidades 
Las cepas CiCE3 EHu9 CiHu9 CiGA4 AGA8 EHuIO EVA9 EGA8 CiHu7 
CiCE1 CiAg3 EVA3 CiVA9 EAG9 1  EAG7 2A CiAg4 	 EHu2 	 CiAg7 
CiHu4 C,CE5 EGA6 EAG9 2B EAG2 B EGAIOA AAG2 1 CiHu3 CiCE4 
CiAg9 CiHu2 CiGA9 AGA1 ARVA10 CiVA8 AAG9 ECE5 y CiGA5 
posiblemente estaban relacionadas (Coeficiente de Jaccard entre 0 70 a 0 86) 
Las 22 cepas restantes mostraron poca similitud genetica (Coeficiente de 
Jaccard <0 70) por lo que se consideraron no relacionadas 
En general se pudo observar que el 49 6 % (58/117) de las cepas fueron 
geneticamente similares y 504% (59/117) mostraron poca similitud En este 
dendrograma se observo que no hubo correlacion entre la fuente geografica de 
aislamiento (comunidad) y la similitud genetica de las cepas Por ejemplo el 
perfil genetico de la cepa CiGAIOA aislada de Ciudad del Niño provincia de 
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Panama Oeste y la cepa EVA5 aislada de Escoba] provincia de Colon tuvieron 
perfiles identicos al 100% Sin embargo las cepas ACE4 y ARVA8 que 
pertenecen a El Arado provincia de Panama Oeste estuvieron poco 
relacionadas (Fig 18) La prueba de chi-cuadrado arroja un valor de 14 998 y  se 
ve que en la prueba existe significancia por lo cual se rechaza la hipotesis nula 
y se acepta la hipotesis de investigacion Sin embargo esta relación que es 
estad isticamente significativa muestra un coeficiente de contingencia bajo 
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Figura 22 Dendrograma 
completo de todas las cepas 
Se muestra el parentesco de 
cepas de Eschenchia coli 
aisladas de todas las fuentes 
(aguas heces de vacas 
gallinas cerdos y humanos) en 
Escoba¡ Ciudad del Nino y El 
Arado 
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42 9 1 Analisis de la base de datos completa por la prueba de 
Chi-Cuadrado 
Hi potesis 
Ho= No existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados 
de las muestras fecales y de E cok y las fuentes de muestreo El Arado Ciudad 
del Niño y Escoba¡ 
Hi= Existe asociacion en la diversidad genetica entre los diferentes aislados de 
las muestras fecales y de E coli y las fuentes de muestreo El Arado Ciudad del 
Niño y Escoba¡ 
En el cuadro de contingencia podemos ver que del total de las bandas de ADN 
ausentes 539 corresponden a la Ciudad del Niño 366 a El Arado y  452 a 
Escoba¡ mientras que del total de las bandas de ADN presentes 245 se 
presentaron en la Ciudad del Niño 98 en El Arado y  172 en Escoba¡ 
Cuadro de contingencia de Bandas de ADN Fuente 
Fuente 
Total Ciudad del nino El Arado Escoba¡ 
Bandas de ADN 	 Ausente 	 Recuento 539 366 452 13 
Frecuencia esperada 5683 3364 4523 135 
Presente 	 Recuento 245 98 172 5 
Frecuencia esperada 2157 1276 1717 51 
Total 	 Recuento 784 464 624 1 
Frecuencia esperada 7840 4640 624 0 187 
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Pruebas de chi-cuadrado 
Valor gi 
Sig asintotica 
(bilateral) 
Chi cuadrado de Pearson 
Razon de verosimilitudes 
N de casos validos 
14998 
15 388 
1872 
2 
2 
001 
000 
a O casillas (0%) tienen una frecuencia esperada infenor a 5 La 
frecuencia minima esperada es 127 65 
La prueba de chi-cuadrado arroja un valor de 14 998 con 2 grados de libertad y 
se ve que en la prueba existe significancia por lo cual se rechaza la hipotesis 
nula y se acepta la hipotesis de investigacion Sin embargo esta relacion que es 
estad isticamente significativa muestra un coeficiente de contingencia bajo 
(Coeficiente de contingencia = 0 089 p < 0 05) 
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DISCUSION 
5 1 Determinacion de la presencia de plasmidos en cepas de E 
col: 
La resistencia antimicrobiana es uno de los problemas mas graves que existe en lá 
actualidad para el control y tratamiento de las enfermedades de origen bacteriano 
La resistencia antimicrobiana la cual esta basada en la plasticidad genetica de la 
bacteria ha surgido como consecuencia de la presion selectiva ejercida por el uso 
indiscriminado de antimicrobianos en la medicina humana medicina veterinaria 
produccion animal produccion pesquera tecnologia de alimentos y agricultura 
(Schwarz et al 2001 Cabello 2006 Martins da Costa et al 2013) Las bacterias-
resistentes 
acteriai
a las drogas seleccionadas por esta presión pueden diseminarse a los 
humanos por el suministro de alimentos (por ejemplo carne pescado huevos y 
productos lacteos) contacto directo con animales o indirectamente a traves dei 
ambiente (Hammerum y Heuer 2009 Wellington et al 2013 Martins da Costa er 
al 2013) Muchas de estas bacterias albergan los genes de resistencia a 
antibioticos en plataformas genéticas moviles (plásmidos transposones e 
integrones) capaces de diseminarse entre las comunidades bacterianas de aguas 
y suelos (Baquero et al 2008) Estos genes de resistencia a antibioticos pueden 
ser movilizados y transferidos a otras bacterias de la misma especie o d 
diferentes especies o generos a traves del proceso de conjugación La resistencia 
adquirida a antibióticos no solo sucede en bacterias patógenas sino tambien en la 
flora endogena o normal de individuos o poblaciones expuestas (Rahman et al 
2008) y  en bactenas no patogenas del ambiente (saprofitos) 
Los resultados del presente estudio mostraron que en las tres comunidades hubo 
una significativa prevalencia de plasmidos lo que sugiere que tanto los animales 
de granjas como los humanos estuvieron en contacto con agentes 
antimicrobianos Los resultados del estudio de Yee y Batista (2010) donde 
determinaron patrones de resistencia antimicrobiana en estas cepas de E cohl 
confirman nuestros hallazgos En general ellas reportaron altos porcentajes d 
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resistencia a antibioticos como penicilina tetraciclina trimetropin/su lfametxol 
cloranfenicol etc en los aislamientos de E coli de la comunidad de Ciudad del 
Niño y la menor resistencia a los antibioticos ensayados en los aislamientos de E 
coli de Escoba¡ 
En nuestro estudio las muestras de heces humanas de la comunidad del Arado yl 
las muestras de heces de gallinas de la comunidad de Escoba] presentaron 
porcentajes significativos de prevalencia de plasmidos El principal reservorio dei 
bacilos Gram-negativos resistentes a multiples drogas como la E cok es eh 
intestino del humano y animales particularmente aquellos que reciben antibióticos 
La E coli es una bacteria comensal del intestino de aves ganado y cerdos que son 
criados para la produccion de alimentos Los alimentos de origen animal pueden 
contaminarse con ésta bacteria durante el sacrificio de los animales o durante la 
puesta de huevos (Hammerum y Heuer 2009) Se han detectado los mismos 
genes de resistencia antimicrobiana en animales yio su carne y en humanos lo 
cual indica una diseminación horizontal de genes También se han detectado 
antibióticos en aguas para consumo humano y en peces provenientes de cuerpos 
de aguas contaminados (Wellington et al 2013) La exposicion a estas bacterias 
puede tambien ocurrir via inhalación del polvo emitido de las instalaciones donde el 
animal se cria intensamente (limpieza de corrales) y se producen descargas de 
materia fecal 
Diferentes estudios en animales han demostrado que el intestino es un lugar ideal 
donde ocurre frecuentemente la transferencia honzontal de genes de resistencia 
entre E co!, (Licht et al 2003 Hart et al 2006) La transferencia horizontal de 
genes de resistencia tambien ha sido detectada en el intestino de humanos 
(Trobos et al 2008) Despues de la ingestion la mayoría de las bacterias pasan a 
traves del intestino sin causar enfermedad sin embargo dentro del hospedero 
humano hay amplias oportunidades para la transferencia horizontal de genes 
permitiendo a que los genes de resistencia a antibioticos formen parte de la 
microflora normal del intestino humano (Wellington of al 2013) Es probable que la 
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microflora normal del intestino humano pueda actuar como un reservorio de genes 
de resistencia los cuales pueden ser subsecuentemente transfendos a 
microorganismos patogenos 
En este estudio las cepas de E coli provenientes de muestras de aguas de la 
comunidad de Escoba¡ presentaron la mayor prevalencia de plásmidos En los 
ambientes acuáticos las excretas de animales y humanos conteniendo bacteria 
patogenas y potencialmente patogenas son liberadas constantemente con las 
aguas residuales El agua constituye no solo una forma de diseminacion de 
organismos resistentes a antibioticos entre poblaciones humanas y animales sino 
tambien una ruta en la cual los genes de resistencia son introducidos en los 
ecosistemas naturales bacterianos (Baquero et al 2008) Se ha documentado que 
algunas sustancias antimicrobianas pueden sobrevivir al tratamiento de las aguas 
residuales siendo liberadas al suelo y cuerpos de agua (Martins da Costa et al 
2013) Los antibioticos no son destruidos por nuestro cuerpo luego que son 
ingeridos de modo que cuando son eliminados del cuerpo estos pueden 
permanecer largo tiempo en el ambiente favoreciendo su exposicion con las 
bacterias e incrementando as¡ el desarrollo de la resistencia bacteriana (Mendez 
2006) 
La conjugacion de plasmidos con genes de resistencia a multiples drogas entre 
bacterias patogenas provenientes de humanos animales y peces y cepas de un 
nicho ecologico diferente ha sido demostrada en una variedad de ambientes 
simulados de alimentos procesados (Kruse y Sorum 1994) En éstos estudios in 
vitro los plásmidos R fueron transferidos del patogeno humano y cholerae a el 
patogeno de peces Aeromonas salmonicida en agua de mar Similarmente la 
transferencia fue observada entre un patogeno de peces A salmonicida y una 
cepa de E coh de origen humano en un filete de salmon crudo 
Actualmente el problema de la resistencia de antibioticos y su incremento a nivel 
mundial esta bien documentado y el vinculo potencial entre resistencia a 
antibioticos en animales y humanos ha sido reconocido La Organización de las 
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Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) la Organizacion 
Internacional de Epizootias (OlE) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han 
mostrado preocupación en este tema y han producido documentos aportando 
recomendaciones para la utitizacion adecuada de este tipo de farmacos Se deben 
realizar mas estudios para determinar los genes de resistencia presentes en 
Enterobactenaceas a fin de tomar serias medidas para prevenir la emergencia 
diseminación de bacterias resistentes a antibióticos 
5 2 Caracterizacion de la diversidad genetica de cepas de E coli 
El objetivo principal de este estudio fue determinar la diversidad genetica de cepas 
de E co!, aisladas de muestras fecales de humanos y animales y muestras dé 
aguas en tres comunidades de Panama No obstante a nivel mundial se han 
realizado diversos estudios para analizar la relacion genetica que existe entre 
cepas de E coli aisladas de diferentes fuentes tales como heces de animales 
humanos muestras clinicas ambientales y alimentos (Wan et a! 2011 Dombek et 
a! 2000 Ateba y Mbewe 2013 2014 Orsi et al 2007 De Moura eta! 2001 Hui 
Yong et a! 2008 2009 McLellan et al 2003 Leung et al 2004 Lu et al 2005' 
Casarez et a! 2007 Adzitey 2013 Ramazanzadeh et a! 2013 Oltramari et a! 
2014 Yuan eta! 2010 Lyautey eta! 2010 Dos Anjos eta! 2003) 
En este estudio el ERIC-PCR fue utilizado para tipificar 117 cepas de E co1, 
aisladas de tres comunidades en Panama El analisis del ERIC-PCR se empleo 
para amplificar diversas regiones del ADN que son flanqueadas por secuencias 
conservadas para generar patrones geneticos que son especificos para aislados 
particulares La tecnica de ERIC-PCR ha probado ser rapida sencilla apropiada y 
economica para la diferenciacion de microorganismos (Olive y Bean 1999) Este  
es un metodo ampliamente utilizado en los analisis de tipificacion del ADN y ha 
mostrado diferenciar satisfactoriamente cepas de E col, (Adzitey 2013 Hui Yong 
et al 2009 Yuan et a! 2010 Dombek et al 2000) 
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En general los resultados de la tipificacion por ERIC-PCR en cada uno de los 
grupos o fuentes revelaron patrones geneticos variables en donde se observo 
alto grado de polimorfismo Tambien se observo que la similitud entre la mayoria 
de las cepas fue baja (entre 16 a 60%) mostrando patrones unicos que indican que 
derivaron de distintas cepas parentales 
En cada grupo o fuente (vacas cerdos gallinas humanos y aguas) los 
dendrogramas mostraron que las agrupaciones con perfiles geneticos similares 
identicos (Coeficiente de similitud k 0 87) estaban conformadas por cepas aisladas 
de las tres comunidades muestreadas sugiriendo la diseminacion de clones de E 
cok entre las mismas Cepas en la misma agrupacion pero aisladas de diferentes 
comunidades sugiere una posible contaminacion cruzada Estas agrupaciones 
estaban conformadas mayormente por cepas aisladas de las comunidades de El 
Arado y Ciudad del Niño que son lugares geograficamente cercanos ambos de la 
provincia de Panama Oeste El suelo y las fuentes de aguas pudieron] 
contaminarse con aislados fecales de E coli en estas comunidades y ser 
transportadas de un lugar a otro Los animales salvajes y de compañia tambien 
son una fuente importante de diseminacion de enteropatogenos y por lo tanto de 
genes Las cepas similares o identicas formaron tres agrupaciones en el grupo de 
cepas de VACA una agrupacion en el grupo de cepas de GALLINA dos 
agrupaciones en el grupo de cepas de CERDO dos agrupaciones en el grupo de 
cepas de HUMANO y una agrupacion en el grupo de cepas de AGUA Todas estas 
cepas derivaron de un solo clon 
Los resultados de la tipificacion por ERIC-PCR en cada una de las comunidades 
tambien mostraron patrones geneticos variables en donde se observo una elevada 
diversidad genetica El porcentaje de cepas de E coli que fueron similares o 
identicas en las comunidades evaluadas fue de 45% (13/29) en El Arado 38 5% 
(15/39) en Escobal y  34 7% (17/49) en Ciudad del Niño Un buen porcentaje de 
cepas derivaron del mismo clon 
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En cada comunidad los dendrogramas mostraron que las agrupaciones con 
perfiles geneticos similares o identicos estaban conformadas por cepas aisladas de 
las diferentes fuentes (vacas cerdos gallinas humanos y aguas) sugiriendo la 
diseminacion de clones de E cok entre ellas Las cepas similares o identicas 
formaron mas agrupaciones por comunidad que por tipo de fuente En l 
comunidad de El Arado hubo 4 agrupaciones en Escoba¡ hubo 5 agrupaciones 
en Ciudad del Niño 7 agrupaciones 
Los resultados de la tipificacion de las 117 cepas de E col, por ERIC-PCR dond 
se incluyeron todas las fuentes y comunidades permitio evidenciar que el 49 6°/ 
(58/117) de las mismas tuvieron coeficientes de similitud k 0 87 Aproximadamente 
la mitad de las agrupaciones (8/17) estaban conformadas por cepas aisladas de la 1 
misma comunidad Solo dos agrupaciones pertenecian a la misma fuente 
comunidad En el resto de las agrupaciones hubo aislados de diferentes fuentes y, 
comunidades Es probable que dentro de cada comunidad haya contaminacion' 
cruzada de origen fecal entre los diferentes animales de granja humanos y fuentes 
de aguas El analisis y la comparacion de aislados de E col: de diferentes fuentes 
puede generar importante informacion sobre el origen y transmision de esta 
bacteria (Foley et al 2009) La heterogeneidad genetica entre los aislados 
obtenidos en ambientes naturales puede deberse a diferencias entre sitios de 
muestreos particularmente cuando el sitio de muestreo esta sujeto a una alta 
contaminacion de diversas fuentes (Dos Anjos 2003) 
Los resultados de este trabajo son coincidentes con los de Ramazanzadeh et al 
(2013) donde ellos reportaron una alta diversidad genetica entre 230 aislados de 
E coli de diferentes centros hospitalarios en Iran En otra investigacion realizada 
con 133 aislados de E col: provenientes de dos reservorios de agua potable de 
Brasil los estudios de diversidad genetica mostraron una elevada heterogeneidad 
genetica entre los aislados de estos reservorios (Orsi et al 2007) Lyautey et al 
(2010) caracterizaron 21 307 aislados de E cok en aguas superficiales en Ontario 
Canada Las poblaciones de E cok probaron ser genotipicamente diversas muy 
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parecido a lo observado en nuestro estudio aunque se observaron genotipo 
dominantes a traves de los sitios de muestreo estaciones y años de muestreo 
diferencia de lo observado en este estudio donde no hubo cepas dominantes ni a 
nivel de sitio ni a nivel del tipo de muestra 
Ademas Wan et al (2011) reportaron en su estudio que la diversidad de cepas dé 
E coh de granjas de cerdos en la provincia de Sichuan China fue alta igual que er 
nuestro estudio El analisis del ERIC-PCR mostro que las 34 cepas se agruparor  
en 19 grupos con un coeficiente de similitud de 0 78 Ateba y Mbewe (2014 
describieron el amplio rango de variabilidad genetica de cepas de E cok 0157 H ti  ' 
aisladas de muestras fecales de cerdos ganado y humanos muestras de aguas 11 
muestras de carne de cerdo y vaca en Sur Africa coincidiendo tambien con lo 
observado en nuestro estudio En este estudio estos investigadores reportaron'  
que el ERIC-PCR fue capaz de distinguir entre los aislados de sitios de muestreo 
particular y/o especies a diferencia de lo observado en este estudio donde no se 
logro distinguir cepas de E cuí, aisladas por tipo de fuente pero si de comunidad 
Desde un punto de vista tecnico es probable que utilizando otras tecnicas 
moleculares con mayor poder discriminatorio y aumentando el numero de cepas a' 
estudiar se pudiera dilucidar mejor la estructura y distribucion clonal de estas 
cepas 
La informacion presentada en este estudio revela la necesidad de intensificar los 
controles higienicos-sanitarios en las diferentes etapas de crianza y venta de los 
animales o de sus productos alimenticios as¡ como en la disposicion correcta de 
sus excretas Tambien se deben implementar medidas que permitan la vigilancia 
epidemiologica de cepas bacterianas potencialmente patogenas presentes en 
granjas de animales y sus alrededores 
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CONCLUSIONES 
1 De las 112 cepas de E cok analizadas 79 fueron positivas para ADN 
plasmidico (70 5%) La comunidad de Ciudad del Niño fue la que presento 
mayor prevalencia de plasmidos con 44 3% seguido de Escobal con 
31 6% y  por ultimo El Arado con 24 1% 
2 Las cepas de E coli provenientes de las muestras de aguas de la 
comunidad de Escoba¡ (32%) fueron las que presentaron la mayor 
prevalencia de plasmidos 
3 En la comunidad de El Arado las cepas de E coli provenientes de 
muestras fecales humanas fueron las de mayor prevalencia de plasmidos 
con un 31 6% En la comunidad de Ciudad del Niño las cepas de E coli 
provenientes de muestras fecales de cerdos y humanos fueron las de 
mayor prevalencia de plasmidos con un 22 9% en cada una 
4 Se encontro una elevada diversidad genetica entre las cepas de E cok 
dentro de cada grupo y en cada comunidad evaluada En el dendrograma 
completo de todas las cepas se generaron 77 patrones geneticos 
diferentes y 17 agrupaciones 
5 No se observo correlacion entre la fuente o grupo (animal humano o 
agua) y la similitud genetica de las cepas 
6 No se observo correlacion entre la fuente geografica de aislamiento 
(comunidad) y la similitud genetica de las cepas 
7 Se encontro patrones de similitud por comunidades cuando se evaluaron 
todas las cepas de todas las comunidades juntas permitiendo evidenciar 
que el 49 6% (58/117) de las mismas tuvieron coeficientes de similitud k 
0 87 Aproximadamente la mitad de las agrupaciones (8/17) estaban 
conformadas por cepas aisladas de la misma comunidad lo que puede 
significar que hay un grado de transmision horizontal entre las diferentes 
cepas en cada comunidad 
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RECOMENDACIONES 
1 Realizar estudios similares en otras regiones de Panama a fin de 
establecer una basede datos 
2 Realizar estudios a nivel molecular para determinar la presencia y 
diseminacion de grupos patogenos de E coli en ecosistemas acuaticos en 
Panama 
3 Incluir en el estudio muestras de suelos ya que pueden ser un ambiente 
optimo para el crecimiento de organismos entericos 
4 Evaluar la variabilidad espacial y temporal de cepas de E coli en aguas y 
suelos 
5 Realizar estudios epidemiologicos en granjas de animales para identificar 
perfiles de resistencia a antibioticos genes de virulencia y grupos clonales 
con relevancia para la salud publica 
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